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“En ese instante sutil en que el hombre contempla su vida, Sísifo, 
regresando a su roca, contempla esa sucesión de actos inconexos que 
es su destino, creado por él, unido bajo la mirada de su memoria y 
enseguida sellado por su muerte. Así, persuadido del origen 
completamente humano de todo lo que es humano, ciego que desea 
ver y que sabe que la noche no tiene fin, está siempre en marcha. La 
roca también rueda. ¡Dejo a Sísifo al pie de la montaña! Siempre se 
reencuentra el propio fardo. Mas Sísifo enseña la fidelidad superior 
que niega los dioses y levanta las rocas. También el cree que todo 
está bien. Ese universo, en adelante sin dueño, no le parece estéril ni 
fútil. Cada uno de los granos de esta piedra, cada destello mineral de 
esa montaña plena de noche, por sí solo forma un mundo. La misma 
lucha hacia las cumbres basta, para henchir un corazón de hombre. 
Hay que imaginar a Sísifo feliz.” 
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El Síndrome Reproductor y Respiratorio Porcino (SRRP) es una enfermedad 
causada por un virus, denominado virus del SRRP (VSRRP), que afecta exclusivamente 
a la especie porcina y se caracteriza por producir alteraciones reproductivas en las 
hembras gestantes y alteraciones respiratorias en animales de todas las edades, 
fundamentalmente en lechones (Rossow, 1998; Mengeling et al., 2000). 
 
Los primeros casos de la enfermedad fueron descritos en 1987 (Dial y Parsons, 
1989; Keffaber, 1989; Hill, 1990) en Los Estados Unidos de América (EE.UU.), 
denominándose “Enfermedad Misteriosa del Cerdo” y meses después en Canadá (Morin 
y Robinson, 1991). Aunque estudios serológicos retrospectivos revelaron la presencia 
de animales seropositivos a partir de 1985 en EE.UU. y de 1979 en Canadá. La primera 
denominación para la enfermedad se realizó en Denver (EE.UU.) en 1990, en un 
seminario organizado por el Instituto para la Conservación del Ganado, acordándose el 
nombre de “Enfermedad Misteriosa del Cerdo” (Dial et al., 1990). 
 
En Europa se observó un síndrome de similares características en el año 1990 en 
Alemania (Lindhaus, 1991), aunque al igual que lo ocurrido en Norteamérica se han 
detectado sueros positivos a partir de 1988 (Ohlinger, 1992a). En el caso europeo, las 
denominaciones que recibió la enfermedad fueron varias, como por ejemplo de aborto 
azul en Holanda, enfermedad de las orejas azules en el Reino Unido, y síndrome 
disgenésico y respiratorio del cerdo en Francia. En el caso de España se describieron 
por primera vez casos compatibles con la enfermedad en 1991 (Plana et al., 1992) y, 
aunque se intentó controlar la difusión de la misma, en poco tiempo estaba distribuida 
por todo el país. A pesar de que la Comisión de la Unión Europea  hizo obligatoria su 
notificación e impuso limitaciones al movimiento de animales procedentes de granjas 
infectadas en marzo de 1991, la enfermedad se extendió muy rápidamente por toda 
Europa, levantándose las medidas de control a finales de 1992, cuando ya se 
consideraba endémica en un elevado número de países europeos, incluyendo Alemania, 
Holanda, Bélgica, España, El Reino Unido, Francia y Dinamarca. 
 
La enfermedad no ha quedado limitada a América del Norte y Europa sino que 
uno de sus distintivos más importantes ha sido su rápida difusión a nivel mundial, 
considerándose hoy en día endémica en la mayoría de los países productores de porcino 
del mundo. Aún así, el SRRP sigue encontrándose en la lista de enfermedades de 
declaración obligatoria de la Organización Mundial de Sanidad Animal (OIE). 
 
La enfermedad recibió varias denominaciones hasta que en 1991 la Comisión 
Europea decidió unificar todas ellas y designó a la enfermedad con el nombre de 
Síndrome Reproductor y Respiratorio Porcino, denominación aceptada posteriormente 
por la OIE. 
 
Desde su aparición, el SRRP ha causado grandes pérdidas a la industria porcina 
(Polson et al., 1990), hasta tal punto que en la actualidad está considerada como la 
enfermedad infecciosa que afecta al ganado porcino con mayor significación económica 
en los EE.UU., con pérdidas aproximadas de 20 dólares/cerda y año (National Pork 
Producers, 2000), estimándose en más de 560 millones de dólares al año las pérdidas 







Numerosos agentes etiológicos fueron propuestos como posible causa del SRRP, 
destacando entre ellos el virus de la encefalomiocarditis y un virus Influenza tipo A. 
Finalmente, en 1991 Wensvoort et al. en el Instituto Veterinario Central de Lelystad 
(Holanda) aislaron en cultivos primarios de macrófagos alveolares porcinos (MAP) un 
nuevo virus, al que denominaron virus Lelystad (LV), en muestras procedentes de 
cerdas y lechones afectados por el proceso. Además, estos autores observaron que el 
75% de las cerdas afectadas habían seroconvertido a este virus y reprodujeron 
experimentalmente la enfermedad inoculando intranasalmente el virus a 8 cerdas 
gestantes, observando que se cumplían los postulados de Koch (Pol et al., 1991; 
Terpstra et al., 1991; Wensvoort et al., 1991). 
 
Poco después en EE.UU. se aisló un virus antigénicamente y estructuralmente 
relacionado con el LV como agente productor de la enfermedad. Este virus, aislado en 
la línea celular CL-2621, recibió la denominación ATCC VR-2332 (Collins et al., 
1992), y es considerado como cepa americana de referencia. Estudios realizados con 
este virus han demostrado que produce un fallo reproductivo cuando se inocula a cerdas 
gestantes por la vía intranasal (Christianson et al., 1992) y que cerdas de granjas 
afectadas presentan anticuerpos frente al mismo (Morrison et al., 1992). 
 
En cuanto a la clasificación taxonómica del VSRRP, éste se ha clasificado, junto 
con el virus de la arteritis equina (VAE), el virus elevador de la lactato-deshidrogenasa 
del ratón (VLD) y el virus de la fiebre hemorrágica de los simios (VFHS) en la familia 
Arteriviridae, género Arterivirus, dentro del orden Nidovirales (Cavanagh, 1997), en el 
que nos encontramos además a las familias Roniviridae, Toroviridae y Coronaviridae 
(Pasternak, 2006). La familia Arteriviridae comparte características similares en cuanto 
a la morfología del virión, la organización del genoma, la estrategia de replicación y 
transcripción y la composición proteica. Además, todos ellos comparten una serie de 
características que los diferencia de otros virus, como son la replicación en macrófagos, 
la capacidad de causar infecciones persistentes y asintomáticas y la elevada variabilidad 
genómica que presentan (Snijder y Meulenberg, 1998).  De todas formas, y a pesar de 
estas similitudes, no existen entre el VSRRP y el resto de Arterivirus reacciones 
serológicas cruzadas (Benfield et al., 1992; Plagemann y Moennig, 1992). 
 
La morfología del VSRRP se ha estudiado mediante el uso de la microscopía 
electrónica, observándose que se trata de un virus esférico, con envoltura y con un 
tamaño medio de 62 nm, aunque puede oscilar entre 45 y 80 nm, que contiene en su 
interior una nucleocápside de simetría icosaédrica de 25 a 35 nm (Wensvoort et al., 
1991; Benfield et al., 1992; Kim et al., 1993). Tiene una densidad de 1,18 a 1,19 g/ml 
en gradientes de cloruro de cesio y de 1,14 g/ml en gradientes de sacarosa (Wensvoort 
et al., 1991; Benfield et al., 1992). 
 
El virus se inactiva con un tratamiento con cloroformo o éter, indicando que 
contiene una envoltura lipídica (Benfield et al., 1992). El hecho de presentar una 
envoltura lipídica hace que su capacidad de supervivencia en el medio ambiente no sea 
muy grande, estando además condicionada por los cambios de pH, a los que es 
relativamente sensible. Los títulos infectivos se reducen en un 90% a pH mayor de 7 ó 
menor de 5 (Benfield et al., 1992). En cuanto al efecto de la temperatura, se ha 




incubación a 37ºC y desaparece completamente después de 48 horas a 37ºC ó 45 
minutos a 56ºC. Sin embargo, la infectividad se mantiene intacta después de 1 mes a 
4ºC (Benfield et al., 1992). Además, las condiciones meteorológicas de temperatura y 
humedad relativa bajas aumentan la estabilidad del virus en el ambiente, aumentado su 
vida media, aunque el efecto de la temperatura sobre este parámetro es superior al 
efecto de la humedad relativa (Hermann et al., 2007). 
 
El VSRRP es bastante sensible a los agentes químicos utilizados normalmente 
para la desinfección de locales en las granjas, aunque la inactivación depende de la 
temperatura y el tiempo de contacto. Sin embargo, los protocolos estándar de limpieza y 
desinfección utilizados habitualmente en las granjas son suficientes para garantizar la 
eliminación del virus presente en el ambiente (Albina et al., 1997). 
 
En cuanto a la estructura y mecanismo de replicación del virus, se sabe en la 
actualidad que su genoma es un ARN de cadena sencilla y polaridad positiva 
poliadenilado de unas 15 kb que contiene nueve fragmentos de lectura abierta (ORFs) 
solapantes, que se transcriben en la célula infectada como una serie de ARNm 
subgenómicos con un extremo 3’ común y una secuencia líder 5’ común fusionada al 
cuerpo del ARNm subgenómico a través de un fenómeno de transcripción discontinua 
(Snijder y Meulenberg, 1998). 
 
Las dos primeras ORFs (1a y 1b) comprenden aproximadamente el 80% del 
genoma del virus, y codifican las proteínas no estructurales del virus, entre las que 
destaca la polimerasa vírica. Estas ORFs presentan un solapamiento de entre 1 y 16 
nucleótidos entre el extremo carboxi-terminal de la ORF1a y el amino-terminal de la 
ORF1b (Muelenberg et al., 1993; Wootton et al., 2000). La ORF1a contiene una región 
amino-terminal y una región carboxilo-terminal más conservadas, separadas por una 
región central más variable (Allende et al., 1999). El procesamiento de esta región 
podría dar lugar a nueve proteínas no estructurales denominadas nsp1a, nsp1b y nsp2-8 
(Yuan et al., 2001). La ORF1b codifica una poliproteína más conservada que la ORF1a 
entre cepas europeas y americanas del virus (Nelsen et al., 1999), que se divide, por la 
acción de las proteasas codificadas en la región 1a, en 4 proteínas, incluyendo la ARN 
polimerasa dependiente de ARN (RdRp) (Allende et al., 1999). 
 
Las ORFs 2a, 2b, 3 y 4 codifican proteínas asociadas al virión denominadas GP2a, 
2b, GP3 y GP4 (Meulenberg et al., 1995, 1997; Meulenberg y Besten, 1996; Wu et al., 
2001, 2005). 
 
La proteína GP2a es una glicoproteína minoritaria de la envoltura del VSRRP, 
con una masa molecular de 29-30 kDa (Meulenberg et al., 1995; Murtaugh et al., 1995; 
Meulenberg y Besten, 1996). Esta proteína permanece durante su síntesis, transporte 
celular e incorporación al virión en forma de monómeros, los cuales se localizan tanto 
perinuclear como citoplasmáticamente en la célula hospedadora (Wu et al., 2001). 
Además parece ser necesaria en la replicación vírica, ya que no es posible recuperar una 
progenie vírica tras su delección en un clon infeccioso de ADN complementario 
(ADNc) (Welch et al., 2004; Wissink et al., 2005). En cuanto a su inmunogenicidad, 
estudios realizados con virus vaccinia recombinantes que expresaban la ORF2 han 
puesto de manifiesto la inducción de bajos niveles de anticuerpos neutralizantes (AN) 





La proteína 2b es una pequeña proteína estructural, de unos 10kDa de masa 
molecular, no glicosilada, que se encuentra bastante conservada entre aislados europeos 
y americanos del VSRRP. Al igual que la GP2a parece ser necesaria para la replicación 
vírica ya que delecciones de la misma en un clon infeccioso de ADNc han dado como 
resultado la no obtención de progenie vírica.  
 
De todas formas el conocimiento de la implicación real de la GP2a y la 2b tanto 
en el proceso de replicación como de la respuesta inmune originada en el cerdo es muy 
limitado. 
 
La GP3 es una proteína minoritaria de la envoltura del VSRRP de 42-50 kDa de 
masa molecular aparente, medida por electroforesis, y 27-29 kDa de masa molecular 
predicha mediante secuenciación (Mardassi et al., 1995,1998; Murtaugh et al., 1995; 
Gonin et al., 1998). Es una proteína muy heterogénea entre aislados europeos y 
americanos (Mardassi et al., 1995; Meulenberg et al., 1996) y es la proteína más 
glicosilada del VSRRP, ya que presenta siete posibles sitios de N-glicosilación muy 
conservados entre aislados (Mardassi et al., 1995; Meulenberg et al., 1995; Murtaugh et 
al., 1995; Gonin et al., 1998). El carácter estructural de esta proteína se encuentra en 
debate, y se ha propuesto que podría no ser incorporada al virión, sino secretarse como 
proteína soluble en forma de homodímeros (Mardassi et al., 1998). Aunque estudios 
posteriores han observado que la GP3 sí se incorpora a los viriones, siendo esta 
incorporación esencial para el ensamblaje y la infectividad de los mismos (Wissink et 
al., 2005; de Lima et al., 2009). 
 
Sin embargo, independientemente de su naturaleza estructural o no estructural, 
parece ser que es una proteína muy antigénica (Plana Durán et al., 1997a; Gonin et al., 
1998), y es posible que en la misma existan epítopos neutralizante frente al VSRRP 
(Cancel-Tirado et al., 2004). 
 
La proteína GP4 es una proteína estructural situada en la envoltura del VSRRP, y 
de una masa molecular predicha de 19-20 kDa. Esta proteína posee cuatro posibles 
sitios de N-glicosilación altamente conservados entre aislados europeos y americanos 
(Meulenberg et al., 1995, 1996, 1997; Murtaugh et al., 1995; Zhang et al., 1998). La 
GP4 glicosilada se encontraría en una forma intracelular de 20-28 kDa y en otra forma 
asociada al virión de 31-35kDa (Meulenberg et al., 1997). Además parece ser esencial 
en el proceso de replicación vírica ya que, como las anteriores, su delección en clones 
infecciosos de ADNc hace imposible obtener una nueva progenie vírica (Welch et al., 
2004; Wissink et al., 2005). El dominio neutralizante de la proteína GP4 del virus 
Lelystad se ha localizado en una región hidrófila expuesta entre los aminoácidos (aa) 40 
y 79 (Meulenberg et al. 1997), junto a la región aminoterminal de la proteína que parece 
ser la más variable entre las cepas europeas (Murtaugh et al. 1995; Meulenberg et al., 
1997). No obstante la eficacia neutralizante de dichos anticuerpos ha sido menor a la 
mostrada por anticuerpos frente a la GP5 (Weiland et al., 1999) y la inducción de AN 
por parte de esta proteína parece no estar conservada entre los genotipos del VSRRP 
(Meulenberg et al., 1997), no habiéndose demostrado en cepas americanas del virus 
(Zhang et al., 1998; Gonin et al., 1999). 
 
La ORF5 codifica la proteína mayoritaria de la envoltura (GP5). Esta 
glicoproteína tiene un tamaño de 24-25 kDa (Meulenberg et al., 1995,1996; Mardassi et 




proteína codificada por la ORF6. Es la proteína más variable del virus, especialmente su 
región aminoterminal, existiendo sólo una identidad del 51-55% entre aislados europeos 
y americanos del VSRRP (Mardassi et al., 1995; Andreyev et al., 1997; Indik et al., 
2000). La GP5 presenta un corto ectodominio de 30 aa que posee los posibles sitios de 
N-glicosilación, en número variable dependiendo de la cepa de que se trate (Meulenberg 
et al.¸1993; Mardassi et al., 1995; Andreyev et al., 1997; Pirzadeh et al., 1998). Además 
existen tres regiones transmembranales de la proteína entre los aminoácidos 10-32, 69-
90 y 108-127, entre las cuales existe un endodominio entre los aminoácidos 90-108 
(Fernández et al., 2002). Sin embargo, se ha descrito la existencia únicamente de dos 
dominios transmembranales que dependiendo de los estudios se han localizado entre los 
aminoácidos 65 y 190 (Mardassi et al., 1995; Meng et al., 1995a; Murtaugh et al., 
1995). Finalmente en el extremo C-terminal se ha descrito un ectodominio entre los 
aminoácidos 127 y 201 (Fernández et al., 2002), muy antigénico aunque no inductor de 
AN, que podría estar involucrado en mantener la conformación proteica, interaccionar 
con otras proteínas víricas e incorporar las nucleocápsides en el ensamblaje (Rodríguez 
et al., 2001; Fernández et al., 2002; Verheije et al., 2002). La GP5 se une a la proteína 
M mediante puentes disulfuro entre cisteínas localizadas en los ectodominios de ambas 
proteínas (Mardassi et al., 1996; Verheije et al., 2002). Estos heterodímeros podrían 
estar relacionados con los procesos de ensamblaje vírico (Verheije et al., 2002) y su 
unión a la célula hospedadora (Delputte et al., 2002; Delputte y Nauwynck, 2004). De 
este modo, y aunque no se conoce con exactitud su funcionalidad, parece que la GP5 
juega un papel importante en la infectividad del virus, ya que se ha demostrado que 
anticuerpos monoclonales específicos frente a ella son capaces de neutralizar el virus 
(Pirzadeh y Dea, 1997; Zhang et al., 1998; Weiland et al., 1999; Yang et al., 2000). 
 
En cuanto a la importancia inmunológica de la GP5, parece ser una de las 
proteínas del virus más relevantes en este aspecto. La existencia de anticuerpos frente a 
la misma empieza a ser detectada a partir del día 9 post-infección (p.i.) (Yoon et al., 
1995; Murtaugh et al. 2002), no presentando estos anticuerpos ningún carácter 
neutralizante. Sin embargo, parece que es la GP5 la responsable de la inducción de la 
mayor parte de los AN frente al VSRRP (Gonin et al., 1999; Weiland et al., 1999; Dea 
et al., 2000; Ostrowski et al., 2002; Winssink et al., 2003), que aparecen de forma 
mayoritaria a partir de la tercera semana p.i. (Loemba et al., 1996; Gonin et al., 1999; 
Murtaugh et al., 2002; Ostrowski et al., 2002). 
 
En cuanto al carácter apoptótico del VSRRP, numerosos estudios han atribuido a 
la GP5 un papel relevante en esta característica del virus. Así, Suárez et al. (1996a) 
demostraron la inducción de apoptosis en células infectadas con un virus vaccinia que 
expresaba la ORF5 del VSRRP. La región que parece estar involucrada en el proceso de 
apoptosis ha sido situada entre los residuos 1-119, y fundamentalmente la comprendida 
entre los residuos 64-118 (Fernández et al., 2002). Sin embargo, otros estudios basados 
en la detección de genes implicados en la apoptosis han puesto en tela de juicio la 
relación entre la GP5 y los procesos apoptóticos en las células infectadas (Lee et al., 
2004a, 2004b; Costers et al., 2008). 
 
La ORF 6 codifica una proteína de membrana (proteína M) de 18-19 kDa que 
como ya se ha comentado, forma heterodímeros con la proteína GP5, lo cual podría 
tener un papel relevante en la infectividad del virus, ya que se ha demostrado que el 
complejo de las proteínas M/GP5 es capaz de unirse mediante uniones dependientes de 




En cuanto a la respuesta inmune, la existencia de AN frente a esta proteína se ha 
puesto en duda. Mientras que ciertos estudios han demostrado la ausencia de epítopos 
neutralizantes en la proteína M (Kwang et al., 1999) otros estudios parecen confirmarlo 
(Yang et al., 2000). 
 
Por último, la ORF 7 codifica una proteína denominada proteína N, que constituye 
la cápside del virus. Su peso molecular es de 14-15kDa (Mardassi et al., 1995; 
Meulenberg et al., 1995) y no está glicosilada, aunque tiene uno o dos sitios potenciales 
de N-glicosilación (Meulenberg et al., 1995). Esta proteína se expresa abundantemente 
en las células infectadas, constituyendo entre el 20% y 40% del contenido proteico del 
virión (Meng et al., 1995a). Por otra parte, la mayoría de anticuerpos producidos 
durante la infección son específicos para la proteína N (Loemba et al.¸1996), hecho que 
la convierte en una proteína adecuada para el diagnóstico de la enfermedad. Además se 
ha relacionado la presencia de esta proteína en el núcleo y nucléolo de la célula 
hospedadora con la capacidad replicativa del virus y con la falta de inducción de AN 





Los cerdos son susceptibles al VSRRP por un gran número de vías, que incluyen 
la vía intranasal, intramuscular, intravenosa, intraperitoneal, oral y vaginal. Sin 
embargo, la dosis infectiva mínima es diferente para cada ruta, y muy posiblemente 
varíe también en función de la edad del animal. En el caso de lechones jóvenes, sólo 10 
dosis fluorescentes de virus son suficientes para producir la infección por la vía 
intranasal o intraperitoneal (Yoon et al., 1999). Sin embargo la dosis necesaria para la 
transmisión venérea es mayor, teniendo que superar las 2 x 102 dosis infectantes 50 para 
cultivo de tejidos (DI50CT) (Benfield et al., 2000). 
 
Por otra parte, la infección de animales susceptibles conduce a la eliminación del 
VSRRP por distintas rutas, incluyendo secreciones nasales donde se ha detectado en 
lechones inoculados experimentalmente hasta el día 38 p.i. (Rossow et al., 1994), 
saliva, hasta el día 42 p.i. (Wills et al., 1997b), orina, hasta el día 28 p.i. (Rossow et al., 
1994), secreciones de la glándula mamaria, hasta el día 9 p.i. (Wagstrom et al., 2001), 
heces, hasta el día 35 p.i. (Yoon et al., 1993) y semen hasta el día 92 p.i. (Christopher-
Hennings et al., 1995a).  
 
La frecuencia y la duración de la eliminación son dependientes de la vía. En 
hisopos nasales se han encontrado positivos hasta el día 38 p.i. (Rossow et al., 1994), 
aunque el virus se suele encontrar en pocos animales y normalmente en los primeros 
días tras la infección (Rossow et al., 1994; Prieto et al., 1996a, 2004). 
 
En la saliva también podemos encontrar el virus a partir del día 10 p.i. y durante 
períodos muy prolongados de tiempo (Wills et al., 1997a, Ramírez et al., 2007). El 
origen más probable del virus en esta localización son las glándulas salivares o las 
tonsilas (Chueh et al., 1999; Beyer et al., 2000). 
 
La eliminación del VSRRP en las heces es más controvertida. Rossow et al. 
(1994) sólo encontraron el virus en dos muestras de las 120 tomadas en su estudio y 




otros estudios han podido demostrar la presencia del virus en heces con mucha mayor 
frecuencia y durante períodos variables de tiempo. Así, Yoon et al. (1993) encontraron 
durante 35 días p.i. una eliminación importante del virus por esta vía y Prieto et al. 
(2004) aislaron el virus en heces de cerdos adultos hasta el día 17 p.i., siendo positivas 
un 30% de las muestras analizadas. Estos resultados parecen haberse confirmado por 
Ramírez et al. (2007) que mediante una RT-PCR a tiempo real han detectado virus en 
heces desde el día 7 hasta el día 19 p.i., siendo este último día cuando se observó una 
mayor frecuencia de eliminación. El origen del virus en las heces tampoco se conoce, 
pero es muy posible que proceda del tejido linfoide, especialmente de las Placas de 
Peyer, donde se encuentra normalmente tras la infección. Además el virus se ha 
encontrado en las vellosidades intestinales y en la lámina propia del intestino delgado 
(Halbur et al., 1996a), sugiriendo que se podría liberar a la luz intestinal dentro de 
macrófagos o vesículas que cruzan el epitelio intestinal. Sea cual sea el mecanismo por 
el cual el virus se elimina en las heces, éstas podrían jugar un papel fundamental en la 
transmisión en las explotaciones, debido a la gran frecuencia de eliminación encontrada. 
 
También son controvertidas las secreciones oculares. Existen estudios en los que 
no se ha podido determinar la presencia del virus en las mismas (Rossow et al., 1994; 
Wills et al., 1997b), mientras que Ramírez et al. (2007) detectaron virus en hisopos 
oculares entre los días 7 y 19 p.i. El papel de las lágrimas como una ruta potencial de  
transmisión no ha sido elucidado, aunque parece que la transmisión por esta vía 
requeriría un contacto muy estrecho entre los animales. 
 
Finalmente, el VSRRP se ha podido determinar de forma intermitente en el semen 
de animales infectados experimentalmente. Así, se ha podido detectar el virus desde los 
4 p.i. hasta los 92 días p.i. (Christopher-Hennings et al., 1995a, 2001), dependiendo de 
factores individuales de los animales afectados, la cepa del VSRRP implicada y, sobre 
todo de la técnica de detección utilizada. La importancia epidemiológica de la presencia 
del VSRRP en el semen radica en dos aspectos fundamentales, el primero de ellos sería 
la transmisión venérea del VSRRP y el segundo la posibilidad de extender la infección a 
numerosas granjas mediante la inseminación artificial con semen procedente de 
verracos infectados en centros de inseminación artificial. 
 
En cuanto a los mecanismos de transmisión, el VSRRP se puede transmitir por 
transmisión vertical u horizontal. La transmisión vertical se produce in utero desde la 
madre a los embriones o fetos en desarrollo. La transmisión transplacentaria en este 
virus ha sido descrita desde prácticamente el momento de aparición de la enfermedad 
(Christianson et al., 1992) habiéndose demostrado repetidamente en el último tercio de 
gestación (Christianson et al., 1993; Mengeling et al., 1994; Benfield et al., 1997; 
Kranker et al., 1998). Sin embargo, a pesar de que el efecto es mucho más marcado al 
final de la gestación, también al comienzo de la misma es posible que se produzca una 
infección transplacentaria (Lager et al., 1994). No obstante, este fenómeno se produce 
cuando se ha producido la placentación y se ha establecido una clara relación materno-
filial ya que los embriones antes de la implantación no parecen ser susceptibles a la 
infección por el VSRRP ni in vivo (Prieto et al., 1997) ni in vitro (Prieto et al., 1996b). 
 
En cuanto a la transmisión horizontal de la enfermedad, hay que destacar que la 
transmisión directa, por contacto directo con animales infectados, es la forma mejor 
documentada de transmisión de la enfermedad entre granjas. Además de la transmisión 




importante de transmisión en los primeros momentos tras la aparición de la enfermedad. 
De esta forma se han descrito brotes posiblemente originados por la vía aerógena, como 
el sucedido en Dinamarca (Mortensen y Madsen, 1992). Sin embargo, debido a la 
dificultad de transmisión, al menos a nivel experimental cuando el contacto entre 
animales infectados y susceptibles no es directo (Torremorell et al., 1997; Wills et al., 
1997a; Otake et al., 2002b), hoy en día se cuestiona la importancia relativa de la 
transmisión por esta vía, aún cuando se acepta como vía posible de transmisión, 
especialmente cuando las distancias que separan las granjas no son muy grandes. 
 
También se ha estudiado el papel que los fomites pueden tener en la transmisión 
de la enfermedad, llegándose a la conclusión de que su papel no es muy relevante en la 
transmisión del virus. De todos modos, se ha documentado la transmisión del virus por 
medio de utillaje, agujas, y camiones (Otake et al., 2002a; Dee et al., 2002, 2003). 
Incluso los insectos podrían jugar un papel en la transmisión del virus, ya que se ha 
demostrado que mosquitos Aedes spp. y moscas domésticas alimentados de forma 
interrumpida en cerdos virémicos que terminan su alimentación en cerdos sanos son 
capaces de transmitir mecánicamente la enfermedad (Otake et al., 2003a; 2003b; 
2003c). 
 
Al igual que otros miembros de la familia Arteriviridae el VSRRP se caracteriza 
por ser capaz de producir infecciones persistentes. La persistencia en el VSRRP se 
define como una replicación continuada, en baja proporción, durante largos períodos de 
tiempo en los lugares de acantonamiento (Allende et al., 2000). Estas infecciones 
persistentes parecen ser el resultado de la incapacidad del sistema inmune de los 
animales afectados para eliminar el virus presente en dichos lugares de acantonamiento.  
 
Así, el virus ha podido ser aislado de lechones infectados experimentalmente 
hasta 157 días después de la inoculación (Wills et al., 1997a) y se ha detectado 
mediante RT-PCR hasta 251 días después de la infección (Wills et al., 2003). En 
cambio en individuos adultos se ha aislado el virus hasta el día 70 p.i., y se han obtenido 
positivos mediante RT-PCR en lavados pulmonares y en órganos hasta el día 100 p.i. 
(Bierk et al., 2001b; Christopher-Hennings et al., 1995a). Estos animales 
persistentemente infectados pueden transmitir el virus a animales susceptibles hasta las 
22 semanas tras la infección en lechones, y hasta los 99 días en animales adultos 
(Albina et al., 1994; Zimmerman et al., 1992), aunque en la mayoría de los estudios la 
transmisión ha quedado limitada a los dos primeros meses p.i. (Bierk et al, 2001b; Wills 
et al., 2003). 
 
La persistencia de la infección juega un papel muy importante en la supervivencia 
del virus y la transmisión de la infección dentro de una población, significando uno de 
los obstáculos más importantes para el control de la enfermedad. Además estos 
animales portadores no muestran ninguna sintomatología clínica asociada a su estado de 
portador y su detección es muy complicada ya que el virus permanece en diversos 
tejidos orgánicos tras el cese de la viremia, siendo difícil realizar un correcto muestreo 
para la detección del virus en estos animales (Wills et al., 1997a; Bierk et al.¸ 2001a, 
2001b; Wills et al., 2003). Tampoco la respuesta serológica permite diferenciar 
animales portadores y no portadores e incluso se ha detectado la existencia de animales 








1.3.1. Distribución orgánica del virus 
 
La transmisión más frecuente del VSRRP en condiciones normales se produce 
mediante el contacto directo de animales susceptibles con animales infectados, y 
probablemente a través de la vía oro-nasal. Desde esta localización alcanza a las células 
diana, principalmente macrófagos alveolares e intravasculares (Duan et al., 1997; 
Lawson et al., 1997), aunque también se ha descrito la replicación vírica en monocitos y 
células dendríticas (Halbur et al., 1996a). De este modo se ha detectado antígeno vírico 
en cortes histológicos de pulmón a las 12 horas p.i. en células del epitelio bronquial, en 
células del endotelio arteriolar, en monocitos y en macrófagos intersticiales, 
intravasculares y alveolares (Rossow et al., 1996). 
 
Una vez que el VSRRP se ha replicado en los MAP se disemina al resto del 
organismo a través de la vía hematógena y posiblemente la linfática. En la primera el 
virus se encuentra tanto en su forma libre desde las 12 horas p.i. (Rossow et al., 1995) 
como asociado a monocitos y linfocitos circulantes desde el día 1 p.i. 
 
El proceso de viremia permite la distribución orgánica del virus. De este modo, el 
VSRRP se encuentra en la mucosa nasal a partir de las 12 horas p.i., principalmente en 
los macrófagos residentes en la mucosa y submucosa, aunque es posible detectarlo en 
glándulas serosas del epitelio nasal (Halbur et al., 1996a; Rossow et al., 1996a). 
También produce daño tisular específico en el epitelio traqueal (Park et al., 1996), y es 
posible detectarlo en células del epitelio bronquial (Pol et al., 1991). 
 
El tropismo celular del virus por los MAP hace del pulmón una localización 
preferente para su detección, siendo posible la misma desde el día 1 p.i. hasta el día 72 
p.i. (Bierk et al., 2001b), aunque el límite más frecuente de detección del virus en el 
pulmón serían los 28 días p.i. (Halbur et al., 1996a). El virus se puede determinar 
mediante técnicas de inmunohistoquímica en diversos tipos celulares dependiendo del 
momento de la infección, así en los primeros días se localiza en células epiteliales de los 
bronquiolos, en células endoteliales de las arteriolas, en células de los septos alveolares 
y en macrófagos intersticiales, intravascualres y alveolares, detectándose principalmente 
a partir del día 3 p.i. en los MAP (Halbur et al., 1996a; Rossow et al., 1996a). Es en 
estos MAP donde el virus puede permanecer largos períodos de tiempo, siendo 
positivos al VSRRP hasta el día 70 p.i. (Mengeling et al., 1996b). Junto con estas 
localizaciones el virus se ha detectado esporádicamente en neumocitos tipo II, aunque 
en este caso no se ha confirmado la replicación vírica en este tipo celular (Halbur et al., 
1996a). 
 
Junto con el pulmón, los nódulos linfáticos son otra de las localizaciones 
preferentes del VSRRP. El virus se multiplica activamente en todos los linfonódulos del 
organismo, liberándose constantemente al torrente circulatorio, lo que podría explicar la 
viremia tan larga que se produce en la infección por el VSRRP (Rossow et al., 1995). El 
antígeno vírico se detecta principalmente en las células de los centros germinales, los 
cuales presentan necrosis focal y procesos de hiperplasia, siendo en su mayoría 
macrófagos y células dendríticas. Con mucha menor frecuencia se encuentra antígeno 
del virus en macrófagos presentes el tejido linfoide perifolicular y en las trabéculas del 




detecta entre los días 2 y 7 p.i. (Halbur et al., 1996a), sin embargo las lesiones se 
retrasan hasta el período comprendido entre el día 14 y 21 p.i. (Rossow et al., 1995). 
 
Otro órgano linfoide donde también se detecta de forma bastante constante el 
virus es la tonsila. En esta localización el VSRRP se puede detectar desde el día 1 p.i. 
(Halbur et al., 1996a) durante períodos muy prolongados de tiempo habiéndose 
detectado mediante RT-PCR hasta el día 251 p.i. (Wills et al., 2003). Las células 
infectadas en las tonsilas son escasas, sin embargo son muy positivas. La distribución 
del antígeno en esta localización es dispersa pero aparece con mayor frecuencia en el 
epitelio de las criptas y en sus alrededores y también dentro de los folículos. En el 
epitelio de las criptas aparece fundamentalmente en células que parecen ser macrófagos 
y lo mismo sucede en los folículos linfoides hiperplásicos y en el tejido reticular 
hipertrófico donde se encuentra en células con apariencia de macrófagos o células 
dendríticas (Halbur et al., 1996a). 
 
En el timo, el virus se puede detectar entre los días 2 y 21 p.i. (Halbur et al., 
1996a; Prieto et al., 2004). Las células positivas, principalmente macrófagos, se 
encuentran mayoritariamente en la médula, aunque es posible detectar macrófagos 
positivos en la corteza (Halbur et al., 1996a). 
 
El virus se detecta también en el bazo, aunque de forma más esporádica, entre los 
días 1 y 28 p.i. (Rossow et al., 1994, 1995; Halbur et al., 1996a; Prieto et al., 2004). Las 
células positivas se encuentran normalmente en la pulpa blanca, siendo principalmente 
macrófagos y células dendríticas de los folículos (Halbur et al., 1996a). 
 
En el íleon, órgano en el cual también es posible encontrar el virus entre los días 1 
y 21 p.i., se ha detectado antígeno vírico en las placas de Peyer, fundamentalmente en 
macrófagos y células dendríticas. Aunque las placas de Peyer son la localización 
preferente del virus en íleon, se han detectado macrófagos positivos en la lámina propia 
y en las vellosidades intestinales (Halbur et al., 1996a). 
 
En cuanto al corazón, la presencia del virus es escasa y las células infectadas se 
encuentran dispersas en el miocardio, en vasos sanguíneos y linfáticos (Halbur et al., 
1996a). El período de detección del virus en este órgano es entre el día 3 y el día 21 p.i. 
La presencia del virus en el corazón se ha asociado a focos de miocarditis, aunque la 
cantidad de antígeno detectado no justificaría la necrosis observada en las células del 
miocardio, por lo que ha postulado un proceso autoinmune como causante de dicha 
miocarditis (Rossow et al., 1995, 1996a). 
 
De forma más esporádica el virus se ha detectado en otras localizaciones 
orgánicas. Por ejemplo, es posible encontrar el virus en el hígado durante la primera 
semana p.i., principalmente infectando células de Kupffer, en el riñón se ha encontrado 
entre los días 3 y 7 p.i. asociado a células semejantes a macrófagos, y en las glándulas 
adrenales parece localizarse en los macrófagos entre los días 3 y 10 p.i. (Halbur et al., 
1996a). Además el virus se encuentra en el sistema nervioso central, así en el día 7 p.i. 
podemos localizarlo en el tallo cerebral, en el cerebelo y en el cerebro (Shin et al., 
1996). En este último las células positivas al virus son macrófagos presentes en el plexo 
coroideo y adyacentes a arteriolas en el día 14 p.i. (Rossow et al., 1996a), 
describiéndose aquí una inflamación perivascular, posiblemente asociada a una 




En cuanto a la patogenia molecular del VSRRP, existen evidencias de que 
múltiples receptores están implicados en la infección de las células diana por parte del 
VSRRP, y en su mayoría parecen estar glicosilados (Wissink et al., 2003). Se ha 
descrito que en la unión del virus a la célula hospedadora están implicados el sulfato de 
heparina y la sialoadhesina, jugando un papel preponderante en esta el ácido siálico 
situado en la región N-terminal de dicha proteína (Vanderheijden et al., 2003; Delputte 
et al., 2004, 2005, 2006). El VSRRP penetra en la célula hospedadora mediante un 
fenómeno de endocitosis dependiente del pH (Kreutz y Ackermann, 1996; Nauwynck et 
al., 1999), en el que están involucrados de forma sinérgica la sialoadhesina y el receptor 
CD163 (Calvert et al., 2007; Van Gorp et al., 2008). La replicación del virus en las 
células hospedadoras es muy rápida, de tal forma que se puede detectar antígeno vírico 
en el citoplasma de las células infectadas a las 6 horas p.i. y partículas ensambladas a las 
9 horas p.i., liberándose la primera progenie vírica entre las 9 y las 12 horas p.i. (Pol et 
al., 1997). Esta liberación se produce mediante la lisis de la célula infectada, induciendo 
procesos de apoptosis en las células adyacentes (Sur et al., 1997, 1998; Sirinarumitr et 
al., 1998). Estos procesos de apoptosis, así como la liberación de citoquinas como la IL-
1 y la IL-10 por parte de los macrófagos infectados parecen tener un papel relevante en 
la patogénesis de la enfermedad, en especial en las lesiones observadas en los pulmones 
de los animales afectados (Sirinarumitr et al., 1998; Labarque et al., 2003b). 
 
1.3.2. Patogenia de la enfermedad respiratoria 
 
La patogenia de la enfermedad respiratoria se debe a varias circunstancias 
diferentes. En primer lugar se produce una destrucción del sistema mucociliar producida 
como consecuencia de la rinitis que ocasiona la presencia del virus en la mucosa nasal y 
que facilita la invasión de agentes secundarios al comprometer una de las barreras de 
defensa del sistema respiratorio (Molitor et al., 1992) En segundo lugar se ha descrito 
una destrucción masiva de MAP que se produce en la primera semana p.i. que puede 
oscilar entre el 50% y el 65% (Molitor et al., 1992; Zhou et al, 1992; Molitor, 1993). 
Esta reducción es evidente en la proporción de MAP recobrados en los lavados 
pulmonares que, si bien normalmente constituyen el 95% de las células recobradas, tras 
la infección solamente alcanzan un 50%. La destrucción de MAP se acompaña de una 
disfunción de los mismos consistente en una alteración en su capacidad de liberación 
del ión superóxido y una supresión del NADPH en los macrófagos infectados, lo cual 
compromete un importante componente de la respuesta inmune pulmonar, aunque de 
forma transitoria ya que 4 semanas después de la infección los MAP han vuelto a 
recuperar su funcionalidad (Molitor, 1993). Por último, la liberación de citoquinas por 
parte de los macrófagos activados y el proceso de degeneración mediarán fenómenos 
inflamatorios en el pulmón que llevarán a la aparición de células inflamatorias y restos 
de células necróticas en la luz alveolar (van Reeth et al., 2000). El aumento del 
infiltrado inflamatorio en el pulmón puede contribuir al mal funcionamiento pulmonar, 
con la aparición de disnea y eritema cutáneo (Rossow et al., 1995), habiéndose descrito 
una disminución en la capacidad de aclaramiento de partículas en MAP infectados por 
el virus (Thanawongnuwech et al., 1998). 
Como consecuencia de los fenómenos anteriormente descritos, el mecanismo de 
defensa respiratorio se puede ver disminuido durante un período de hasta 4 semanas, 







1.3.3. Efecto del VSRRP en los verracos 
 
La duración de la viremia en los verracos se sitúa entre los 9 y 15 días p.i., siendo 
similar a la encontrada por distintos autores en cerdas adultas (Mengeling  et al., 1994; 
Prieto et al., 1996a, 1997a) pero, sin embargo, parece ser de más corta duración que la 
descrita para animales más jóvenes, en los cuales la viremia tiene una duración media 
de unos 28-35 días (Yoon et al., 1993; Rossow et al., 1994). Esta discrepancia se podría 
deber a diferencias en la madurez del sistema inmune entre animales jóvenes y animales 
adultos, haciendo que estos últimos sean capaces de resolver la infección en períodos de 
tiempo más cortos que los que necesitan los animales jóvenes. También podría ser 
consecuencia de un mayor número de células susceptibles en animales más jóvenes 
comparado con los de más edad.  
 
Durante la diseminación orgánica del virus se produce la llegada del mismo al 
aparato reproductor, bien sea en su forma libre o vehiculado a través de los monocitos o 
macrófagos que se convertirán en macrófagos tisulares, aunque el aislamiento en esta 
localización no se produce de forma sistemática. Así podemos encontrar el virus en las 
glándulas accesorias durante los primeros días tras la infección, tanto en las glándulas 
bulbouretrales como en las vesículas seminales y en la próstata (Prieto et al., 2003). En 
los testículos la replicación parece ser muy escasa y de extensión limitada, pudiendo 
multiplicarse en los macrófagos intersticiales del testículo y en las células germinales de 
los túbulos seminíferos (Prieto et al, 2003; Sur et al., 1997). Estudios experimentales 
indican que el virus se encuentra con mayor frecuencia en el epidídimo que en el 
testículo (Prieto et al., 2003). La presencia del virus en el epidídimo puede ser 
consecuencia de la llegada a esta localización de células germinales infectadas, como 
preconizan Sur et al. (1997), o de la llegada de macrófagos infectados (Christopher-
Hennings et al, 1998; Prieto et al., 2003). En cualquier caso, como consecuencia de la 
presencia del VSRRP en el aparto reproductor se produce su eliminación vía semen. 
Esta eliminación es intermitente, dependiente de factores individuales de los verracos 
infectados, y limitada ya que la cantidad de virus presente en el semen es muy baja 
(Prieto et al., 2003).  
 
En condiciones de campo se ha observado que la infección por el VSRRP puede 
producir alteraciones de la calidad espermática, aunque los trabajos experimentales 
llevados a cabo no muestran resultados concluyentes al respecto. De todos modos, 
parece haber diferencias individuales muy marcadas, existiendo verracos en los que no 
se observa ninguna alteración, mientras que otros son más sensibles al virus. Entre las 
alteraciones descritas en la calidad espermática se pueden destacar una disminución de 
la motilidad, un aumento en las morfoanomalías, fundamentalmente gotas 
citoplasmáticas proximales y distales, y alteraciones del acrosoma (Prieto et al., 1996b). 
 
1.3.4. Efecto del VSRRP en las cerdas 
 
Al igual que sucede con los verracos y los animales en crecimiento, la 
diseminación del virus por el organismo tras la infección puede hacer que el virus 
alcance el aparato reproductor, conduciendo al desarrollo de la sintomatología asociada 
con la reproducción que es característica de esta enfermedad. Las consecuencias de la 
infección dependerán en gran medida del momento productivo en que se encuentre cada 
individuo ya que existen grandes diferencias en el efecto del virus en los distintos 




En lo que se refiere a la cubrición, la enfermedad puede transmitirse de forma 
venérea, tanto si se utiliza la inseminación artificial con semen infectado (Gradil et al., 
1996; Lager et al.¸1996b; Prieto et al., 1997b) como si se cubren cerdas con verracos 
infectados (Yaeger et al., 1993; Swenson et al., 1995). No obstante, en condiciones de 
campo parece ser difícil alcanzar las dosis infectivas necesarias para la transmisión, ya 
sea por las bajas cantidades de virus presentes en el semen (Prieto et al., 1996b, 2003) o 
porque la dosis infectiva es superior a la necesaria para producir la transmisión por otras 
vías como pueda ser la vía intranasal (Benfield et al., 2000). En cuanto a la tasas de 
concepción y de fertilización, los  trabajos que han tratado esta cuestión demuestran que 
el virus no tiene ningún efecto sobre estos parámetros o que las diferencias encontradas 
no son estadísticamente significativas (Prieto et al., 1997a; 1997b). 
 
Cuando se habla de la eficacia reproductiva se admite en términos generales que 
la importancia de la infección al comienzo de la gestación es relativamente baja 
comparada con los efectos al final de la misma. En este sentido cabe destacar que 
cuando la infección tiene lugar entre los días 1 y 21 de gestación no se observa ningún 
efecto en la eficacia reproductiva, siendo imposible detectar el virus en los embriones 
antes de que se produzca la implantación. Este fenómeno se podría deber a varias 
razones entre las que destacan la posible falta de susceptibilidad de los embriones al 
comienzo de la gestación debido a la protección de la zona pellucida o a la falta de 
susceptibilidad de los blastómeros hasta que se produzca una diferenciación celular a lo 
largo del desarrollo embrionario (Prieto et al., 1996a; 1997a; 1997b). A pesar de ello, 
una vez que se ha producido la placentación el virus puede infectar a embriones y fetos 
en desarrollo y causar la muerte de al menos parte de ellos (Prieto et al., 1997a), 
habiéndose descrito la posibilidad de que se produzcan abortos tempranos debidos a la 
infección por parte del VSRRP (Lager et al., 1994). No obstante, la posibilidad de que 
se produzca una infección transplacentaria incrementa al avanzar la gestación de forma 
que sólo se produce un fallo reproductivo sistemático cuando la infección tiene lugar en 
torno al día 85 de gestación o posteriormente pero no antes y que la tasa de nacidos 
muertos y la mortalidad pre-destete son dependientes del momento de la infección, 
aumentando al avanzar la gestación (Mengeling et al., 1994; Lager et al., 1996a).  
 
Las causas de estas diferencias en el efecto de la infección a lo largo de la 
gestación no han sido completamente dilucidadas, pero se podrían deber a dos factores. 
El primero de ellos sería una mayor susceptibilidad de los fetos a la infección al avanzar 
en su desarrollo (Karniychuk y Nauwynck, 2009; Mateusen et al., 2007), mientras que 
el segundo se debería al mayor contacto materno filial según avanza la gestación (Prieto 
et al., 1997a) 
 
 
1.4. SINTOMATOLOGÍA Y LESIONES 
 
Una de las principales características de los brotes de SRRP es la variabilidad en 
la sintomatología observada (Done y Paton, 1995), con la descripción frecuente de 
infecciones subclínicas. Además, la infección por el VSRRP suele complicarse 
frecuentemente con infecciones secundarias, lo que altera la presentación clínica de la 
enfermedad (Done y Paton, 1995). 
 
Esta variabilidad observada a menudo en condiciones de campo se ha atribuido a 




ya que se han descrito diferencias en la virulencia y en el tropismo de diferentes 
aislados (Halbur et al., 1996b). Otro factor relevante sería el nivel de inmunidad de la 
población (Wensvoort, 1993). Igualmente, la presentación clínica de la enfermedad es 
dependiente de los patógenos propios de cada explotación implicados en infecciones 
concomitantes. Por último, otros dos factores muy importantes en la gravedad de las 
manifestaciones clínicas producidas en un brote de SRRP son el manejo y el tamaño de 
la explotación. Las diferencias en el manejo, el flujo de animales y las instalaciones de 
las granjas afectadas influyen en la sintomatología observada (Polson et al., 1996), 
sobre todo la utilización de sistemas todo dentro-todo fuera, los cuales se han asociado a 
una disminución de la enfermedad reproductiva (Goldberg et al., 2000a). En cuanto al 
tamaño de la explotación, parece ser fundamental en la presentación de la enfermedad, 
ya que en las granjas de mayor tamaño se observa un aumento en la mortalidad de las 
cerdas, y en la gravedad de la enfermedad respiratoria de los animales en crecimiento 
(Goldberg et al., 2000a). 
 
La presentación epidémica de la enfermedad se limita habitualmente a granjas 
seronegativas que se infectan por primera vez, siendo en este caso la proporción de 
animales afectados muy elevada. En estos casos los signos clínicos pueden aparecer en 
cualquier grupo de edad, extendiéndose rápidamente al resto de áreas de producción. La 
sintomatología sistémica aparece en los primeros momentos, pudiéndose observar 
animales con anorexia, pirexia y depresión. Todos estos síntomas no afectan a todos los 
animales a la vez, sino que suelen producirse en diferentes animales, no superando el 
30% de la población (Meldrum, 1991; Blackburn, 1991; Loula, 1991). Un síntoma 
característico en la forma epidémica del SRRP es la cianosis en algunos animales, 
presentándose sobre todo en las orejas, la vulva y las extremidades. También se han 
descrito zonas eritematosas en la piel de los animales afectados. Estos síntomas 
cutáneos suelen ser de corta duración, normalmente horas, y se presentan en porcentajes 
muy bajos de la población infectada (de Jong et al., 1991; Meldrum, 1991). Tras estos 
síntomas sistémicos se observan problemas reproductivos a las 2-3 semanas después de 
la infección y hasta unos 5-6 meses tras el comienzo del brote (de Jong et al., 1991; 
Loula, 1991; Hopper et al., 1992). Además existe un aumento en la mortalidad y 
morbilidad de los lechones en lactación siendo ésta una de las principales características 
de la enfermedad. La mortalidad en lactación se ha cifrado en los brotes agudos de la 
enfermedad entre el 40% y el 80% (Loula, 1991; Meldrum, 1991), siendo la mayoría de 
las bajas lechones nacidos débiles (Blackburn, 1991). 
 
Tras superarse la forma aguda de la enfermedad, se instaura en las explotaciones 
la forma endémica o crónica del SRRP, la cual suele mantenerse durante largos períodos 
de tiempo, dependiendo del tamaño y el manejo de la granja (Stevenson et al., 1993). 
Los principales signos observados en esta fase de la enfermedad son de tipo 
respiratorio, sobre todo en animales en crecimiento, los cuales muestran una 
disminución de los índices productivos y un aumento muy acusado de las infecciones 
secundarias, en las cuales están implicados tanto agentes víricos, como el virus de la 
influenza porcina, el coronavirus respiratorio porcino y el circovirus porcino tipo 2, 
como bacterianas, destacando Haemophilus parasuis, Streptococcus suis, Actinobacillus 
pleuropneumoniae o Pasteurella multocida (Pejsak et al., 2000; Beilage y Beilage, 
2003; Drolet et al., 2003). Aunque no suele ser común, también se ha descrito fallo 
reproductivo esporádico durante la fase crónica de la enfermedad, principalmente 





A mediados de los años noventa se describió una nueva forma de la enfermedad, a 
la que se denominó SRRP agudo o atípico, que se caracteriza por una mortalidad en 
cerdas y verracos superior al 5% y tasas de abortos mayores del 10%, pudiendo llegar al 
60%. Los abortos aparecen en todos los ciclos y en cualquier momento de la gestación 
pero se presentan con mayor frecuencia en el primer y último tercio de gestación. La 
duración del brote sin embargo es corta (normalmente entre 2 y 4 semanas). En un 
principio estos brotes tan agudos se atribuyeron al uso de vacunas vivas en las granjas 
ya que se presentaban sistemáticamente en granjas vacunadas. Sin embargo, 
posteriormente se comprobó que se debían a la aparición de cepas del virus de una alta 
virulencia (Mengeling et al., 1998).  
 
1.4.1. Forma reproductiva 
 
La forma reproductiva del SRRP suele producirse durante la fase aguda de la 
enfermedad, pudiendo afectar a un porcentaje variable de animales, hasta 
aproximadamente el 50 %. Los problemas reproductivos aparecen a las 2-3 semanas de 
aparecer la sintomatología sistémica, prolongándose al menos 10 semanas y  pudiendo 
llegar hasta los 5 meses. El signo clínico característico es la aparición de abortos en 
cualquier momento de la gestación, aunque mucho más frecuentes a término, unido a un 
aumento de los partos prematuros que pueden oscilar entre el 5% y el 30% (de Jong et 
al., 1991; Loula, 1991; Hopper et al., 1992). Las camadas afectadas contienen una 
mezcla de lechones nacidos muertos, fetos momificados y fetos macerados además de 
lechones nacidos débiles y lechones aparentemente normales. El porcentaje de lechones 
muertos, que puede llegar al 35%, alcanza su máximo al comienzo de la aparición de los 
signos reproductivos y posteriormente disminuye para dar lugar a un aumento en el 
número de fetos momificados que puede llegar al 25% al cabo de algunas semanas (de 
Jong et al., 1991; Loula, 1991; Hopper et al., 1992). Aunque el tamaño de los fetos 
momificados va disminuyendo conforme avanza el brote, es muy raro que aparezcan 
fetos de menos de 17 cm. El efecto neto del aumento en el número de lechones nacidos 
muertos y de fetos momificados es una reducción media de 4 lechones en el número de 
lechones nacidos vivos durante un brote de la enfermedad (Polson et al., 1990). 
 
La mortalidad en lactación es muy elevada, debido al número de nacidos débiles, 
los problemas respiratorios de los animales (Rossow et al., 1994) y el aumento en la 
incidencia de diarreas que se produce a causa de un encalostramiento inadecuado 
(Blackburn, 1991; Hopper et al., 1992). 
 
En el verraco, se han descrito distintas manifestaciones clínicas, incluyendo los 
signos inespecíficos de anorexia y letargia descritos para las hembras, así como pérdida 
de la libido (Feitsma et al., 1992; Hopper et al., 1992). Aunque en condiciones de 
campo existen evidencias de que la infección por parte del VSRRP produce una 
alteración de la calidad espermática, fundamentalmente reducciones en la motilidad, 
aumentos en el número de acrosomas anormales y aumentos en las alteraciones 
morfológicas de la cabeza (de Jong et al., 1991; Feitsma et al., 1992), los estudios 
experimentales llevados a cabo no han conseguido aclarar este aspecto de la 
enfermedad. Así, mientras unos estudios muestran alteraciones leves en el volumen de 
eyaculado, el pH o la concentración espermática (Swenson et al., 1994; Yaeger et al., 
1993; Shin et al., 1995), otros estudios han encontrado alteraciones más extensas en la 
calidad espermática, incluyendo disminuciones en la motilidad progresiva, aumentos en 




1995; Shin et al., 1997; Hutchinson et al., 1997; Christopher-Hennings et al., 1997). Sin 
embargo, hay que tener en cuenta que las alteraciones de calidad espermática 
observadas presentan un componente individual muy marcado y que este hecho puede 
ayudar a explicar las diferencias observadas en los distintos estudios realizados. 
 
1.4.2. Forma respiratoria 
 
La forma respiratoria de la enfermedad es la más frecuente en explotaciones 
infectadas crónicamente, aunque también se produce durante la forma aguda del SRRP. 
La gravedad de la sintomatología observada puede depender al menos en parte de la 
edad a la que se produce la infección (Rossow et al., 1994), con una mayor afectación 
de los animales más jóvenes en los que se han descrito edema palpebral, disnea, 
polipnea, letargia, conjuntivitis y rinitis. 
 
El edema palpebral se ha observado a partir del día 3 p.i., y se puede deber a un 
aumento de la permeabilidad endotelial o a un aumento en la presión linfática eferente 
tras una linfadenopatía local (Rossow et al., 1994). La letargia, la disnea y la polipnea 
aparecen alrededor del día 6 p.i. y pueden durar hasta el día 19 p.i., siendo esta última 
más grave entre los días 11-15 p.i. (Rossow et al,. 1995). También se ha observado un 
aumento en la frecuencia de estornudo en los animales infectados, sin embargo la tos no 
es un hallazgo frecuente (Rossow et al., 1994; Halbur et al., 1996a,b). 
 
Junto con la aparición de estos síntomas, la infección vírica produce un aumento 
de la temperatura rectal en los animales afectados, generalmente entre los días 2 y 10 
p.i., aunque se ha descrito la aparición de picos de fiebre entre los 11 y 18 días p.i. 
(Rossow et al., 1994; Halbur et al., 1996b).  
 
Aunque estos signos aparecen tras la inoculación experimental con el VSRRP, en 
condiciones de campo se pueden acompañar de aquellos propios de las infecciones 
secundarias que acompañan a la infección vírica en cada granja. 
 
En animales adultos, esta sintomatología es mucho más leve y normalmente pasa 
desapercibida, aunque se produzca la infección, si no existen complicaciones debidas a 
infecciones por patógenos secundarios. Estas infecciones secundarias que ocurren en la 
mayoría de los casos de SRRP en animales adultos en las condiciones normales de 
producción hacen muy difícil determinar la importancia del SRRP per se durante la fase 
de cebo. Así, en inoculaciones experimentales se ha demostrado que la infección por el 
VSRRP puede pasar clínicamente inadvertida, detectándose una sintomatología 
caracterizada por la presencia de fiebre, alteraciones respiratorias y pérdidas en la 
producción únicamente cuando se inocula junto con otros patógenos como el virus de la 
influenza porcina o el coronavirus respiratorio porcino (van Reeth et al., 1996) o 
conjuntamente con lipopolisacáridos bacterianos (LPS) (Labarque et al., 2002). Sin 
embargo, en situaciones de granja se admite que, aunque la mortalidad atribuible al 
virus es irrelevante, salvo que otros patógenos contribuyan a que aumente, se produce 
un aumento claro en el porcentaje de animales que sufren retrasos en el crecimiento 
(Keffaber, 1989) con una disminución en la velocidad de crecimiento de forma que la 
ganancia media diaria se puede ver reducida en al menos un 50% (Keffaber, 1989; 






1.4.3. Lesiones  
 
Las lesiones macroscópicas observadas en animales infectados por el VSRRP, 
siempre que no haya complicaciones secundarias por otros patógenos, son muy 
moderadas, en ningún caso patognomónicas de la enfermedad y en muchos casos 
inexistentes (Done et al., 1992). Lo mismo sucede con los cambios histológicos, que 
suelen ser mínimos y limitados al aparato respiratorio, salvo que existan 
complicaciones. Dichas lesiones macroscópicas son zonas de consolidación pulmonar 
multifocal (Halbur et al., 1995b), especialmente marcadas en la zona ventral de los 
lóbulos medios y el lóbulo accesorio (Ramos et al., 1992), edema interlobular en el 
pulmón y edema, congestión e hiperplasia de los nódulos linfáticos (Pol et al., 1991; 
Halbur et al., 1995a; Vézina et al., 1996; Mengeling et al., 2003a). En los lechones 
nacidos débiles y nacidos muertos podemos observar gran cantidad de líquido en las 
cavidades torácica y abdominal (Plana et al., 1992), junto con la presencia de extensas 
hemorragias subcutáneas (Scruggs y Sorden, 2001). Además, los fetos de camadas 
infectadas suelen estar cubiertos de una capa espesa y amarronada constituida por una 
mezcla de meconio y líquido amniótico, indicativa de estrés fetal y/o hipoxia (Lager y 
Halbur, 1996) y pueden aparecer hemorragias o edemas en el cordón umbilical que 
puede sufrir un aumento notorio de tamaño (Lager y Halbur, 1996). Recientemente se 
ha documentado la aparición de lesiones de tipo hemorrágico en animales afectados por 
cepas chinas de alta virulencia. Estas lesiones son con frecuencia multiorgánicas, 
destacando la existencia de extensas hemorragias en el bazo, hígado, riñón y nódulos 
linfáticos (Tian et al., 2007). 
 
En cuanto a las lesiones microscópicas, las más destacadas se circunscriben al 
aparato respiratorio. Algunos estudios han descrito la presencia de rinitis caracterizada 
por la pérdida de los cilios en las células epiteliales, vacuolización de las mismas y 
descamación de la superficie del epitelio (Pol et al., 1992; Collins et al., 1992; Rossow 
et al., 1992). Sin embargo, lo más característico es la aparición de una neumonía 
intersticial proliferativa multifocal caracterizada por una hipertrofia y una hiperplasia  
de los neumocitos de tipo II, una infiltración moderada en los septos alveolares de 
células mononucleares y un acúmulo de macrófagos, detritus celulares y células 
inflamatorias en los espacios alveolares y las vías aéreas bajas (Halbur et al., 1994, 
1995a; Rossow et al., 1994, 1995). Estas lesiones aparecen en el día 3 p.i., pudiendo 
persistir al menos hasta el día 21 p.i. (Rossow et al., 1995).  
 
Ultraestructuralmente se ha observado una degeneración de los macrófagos 
alveolares y de las células epiteliales tanto del pulmón como de la mucosa nasal, 
caracterizada por la presencia de una excesiva vacuolización del retículo 
endoplasmático. Además, se sabe hoy en día que el virus es capaz de inducir apoptosis 
tanto in vitro (Suárez et al., 1996a) como in vivo en las células adyacentes a aquellas 
infectadas (Sirinarumitr et al., 1998; Sur et al., 1998). Este fenómeno contribuye a 
explicar, al menos parcialmente, algunas de las lesiones desarrolladas, 
fundamentalmente la neumonía intersticial, aunque también la liberación de citoquinas 
por parte de los macrófagos infectados, que se lisan por la acción del virus, puede ser 
responsable del desarrollo de lesiones pulmonares (van Reeth et al., 2000). 
 
En cuanto al aparato reproductor se ha descrito una despoblación celular, con 
descamación de los túbulos seminíferos, la formación de células germinales anormales, 




la muerte de células germinales, todo ello producido también por procesos apoptóticos 
debidos a la replicación vírica (Sur et al., 1997). 
 
También se ha descrito una linfadenopatía caracterizada por la hipertrofia y la 
hiperplasia de los centros germinales de los nódulos linfáticos, el bazo y las amígdalas, 
acompañado de una necrosis folicular y un aumento en el número de macrófagos en los 
sinusoides (Rossow et al., 1994; Halbur et al., 1995), así como hemorragias 
subcapsulares en los nódulos linfáticos (Rossow et al., 1995). 
 
Otras lesiones descritas, aunque no de forma constante, incluyen miocarditis 
multifocal con acúmulo perivascular de células mononucleares (Rossow et al., 1994; 
Halbur et al., 1995), encefalitis difusa no supurativa caracterizada por el acúmulo 
perivascular de células mononucleares (Collins et al., 1992) y meningoencefalitis grave 
(Rossow et al., 1999). 
 
En los fetos procedentes de abortos causados por el virus normalmente no se 
observa ninguna lesión. Sin embargo, esporádicamente se han descrito hemorragias 
extensas del pulmón con degeneración y necrosis bronquial (Lager y Ackerman, 1994) 
y la presencia de arteritis, miocarditis y encefalitis (Rossow et al, 1996; Lager y Halbur, 
1996). También, en la placenta se han observado alteraciones que incluyen fenómenos 
degenerativos que provocan separaciones multifocales en las capas epiteliales que 
conducen a una separación prematura de la unión materno-fetal (Stockhofe-Zurwieden 
et al., 1993). Este fenómeno, unido a la vasculitis necrotizante observada en el cordón 
umbilical (Lager y Halbur, 1996), podría explicar la muerte de los fetos por un 
fenómeno de hipoxia. 
 
 
1.5. RESPUESTA INMUNE 
 
1.5.1. Respuesta inmune de base celular  
 
La respuesta inmune de base celular tras la infección por el VSRRP se caracteriza 
por una respuesta linfoproliferativa que comienza alrededor de la cuarta semana p.i., y 
por la aparición de células secretoras de interferón gamma (IFN-γ) a partir de la tercera 
semana p.i. (Bautista y Molitor, 1997; López Fuertes et al., 1999; Meier et al., 2003). 
Existen evidencias de que una cantidad significativa de células secretoras de IFN-γ 
protegería frente al fallo reproductivo y la mortalidad fetal en reproductoras y frente a la 
infección en lechones (Lowe et al., 2005; Díaz et al., 2006). 
 
Sin embargo, hay que destacar que la respuesta inmune de base celular tras la 
infección por el VSRRP es muy particular, ya que las células productoras de IFN-γ 
aparecen en frecuencias muy bajas, especialmente si se compara con la respuesta frente 
a otros virus, y presentan una evolución lenta e irregular (Meier et al., 2003; Díaz et al., 
2005). Este fenómeno podría correlacionarse con la respuesta innata tras la infección, 
que también presenta particularidades ya que durante las primeras fases p.i. no se 
produce una liberación de las citoquinas propias de la respuesta innata como los 
interferones de tipo I (IFN-α, IFN-β) (Albina et al., 1998; van Reeth et al., 1999; Meier 
et al., 2003; Royaee et al., 2004), al menos con ciertas cepas. De hecho, los cerdos con 
mayor producción de IFN-α presentan también mayores frecuencias de células 




afectaría negativamente al desarrollo de una respuesta celular antivírica potente. Esta 
falta de expresión de los interferones de tipo I, se ha relacionado con la capacidad de la 
proteína no estructural nsp1 de inhibir la activación del factor regulador 3 de interferón 
(IRF3) (Beura et al., 2009). 
 
Asimismo, la inhibición o retraso en la evolución de las células productoras de 
IFN-γ podría ser debida a la acción de citoquinas inductoras de una respuesta humoral 
como la IL-4 o de otras citoquinas con funciones reguladoras tales como el TGF-β, la 
IL-6 o la IL-10 (Royaee et al., 2004), cuya expresión tras la infección por este virus no 
está totalmente caracterizada. Respecto a la IL-4 se sabe que no parece existir una 
producción importante a nivel sistémico tras la infección por el VSRRP (Royaee et al., 
2004; Díaz et al., 2005); sobre la participación del TGF-β en la regulación de la 
respuesta inmune frente a este virus existen pocos datos y son contradictorios (Royaee 
et al., 2004; Díaz et al., 2005); en cuanto a la IL-6 se han detectado niveles elevados de 
esta citoquina tras la infección con el VSRRP (Asai et al., 1999; Feng et al., 2003; 
Royaee et al., 2004; Díaz et al., 2005), lo que indica que podría ser la causante de la 
expansión policlonal frente al VSRRP en los órganos linfoides (Lamontagne et al., 
2001) puesto que su función es la de inhibir la respuesta específica de tipo Th1 y activar 
la diferenciación final de linfocitos B. Finalmente, se ha postulado que la IL-10 podría 
ser la causante de la proliferación no específica de células CD8+ ya que esta citoquina 
se libera de forma simultánea al incremento de células CD8+ en sangre (Díaz et al., 
2005). La producción de estas citoquinas podría depender de la cepa de VSRRP, de tal 
modo que existirían cepas inductoras y otras que no lo serían o lo harían en menor 
intensidad (Royaee et al., 2004; Díaz et al., 2005, 2008; Mateu y Díaz, 2008). 
 
Por otro lado, el VSRRP parece interferir con la presentación de antígeno 
mediante la disminución de la expresión del complejo principal de histocompatibilidad 
tipo I y tipo II, así como el receptor CD14 en células dendríticas (Loving et al., 2008; 
Wang et al., 2007). 
 
En resumen, parece que el VSRRP modula la respuesta innata del hospedador 
alterando los patrones de citoquinas liberados por macrófagos y células dendríticas, así 
como modificando la expresión de moléculas involucradas en la presentación de 
antígenos, lo que incidiría de manera notable en la respuesta adaptativa de base celular  
(Mateu y Díaz, 2008). 
 
1.5.2. Respuesta inmune de base humoral 
 
Tras la infección por el VSRRP los cerdos desarrollan anticuerpos específicos 
frente al virus detectables a los 5-7 días p.i. en algunos animales, seroconvirtiendo la 
mayoría de ellos alrededor del día 14 p.i. (Yoon et al., 1995). 
Las primeras inmunoglobulinas en aparecer son las inmunoglobulinas de tipo M, 
que se detectan desde el día 5-7 p.i. hasta el día 42 p.i. (Park et al., 1995; Joo et al., 
1997; Loemba et al., 1996). Las inmunoglobulinas de tipo G aparecen más tarde, 
pudiéndose detectar partir de la segunda semana p.i. (Loemba et al., 1996; Vézina et al., 
1996), aunque sufren un marcado incremento alcanzando un pico entre los días 21 y 42 
p.i. A partir de aquí se mantienen los niveles altos durante varios meses y 
posteriormente disminuyen hasta que los niveles vuelven a ser bajos en torno a los 300 





Los anticuerpos específicos se dirigen frente a distintas proteínas del virus, 
mayoritariamente frente a las proteínas N y M. Estos anticuerpos aparecen a partir del 
día 7 p.i. (Nelson et al., 1994; Loemba et al., 1996), seguidos por los dirigidos frente a 
la GP5 (Nelson et al., 1994; Loemba et al., 1996). También hay que destacar la 
respuesta temprana de los animales infectados frente a distintos epítopos de la proteína 
nsp2, la cual parece ser inmunodominante en el VSRRP (de Lima et al., 2006; 
Oleksiewvicz et al., 2001). Finalmente hay otras proteínas, como la GP3 o la GP4, a las 
que no responden todos los animales (Gonin et al., 1999). Es de destacar que la 
presencia de anticuerpos específicos no impide que los cerdos permanezcan virémicos 
durante largos períodos de tiempo. 
 
Los AN no son detectados mediante técnicas convencionales de SN hasta las 4 
semanas p.i., aunque la adición de complemento aumenta la sensibilidad de la técnica, 
pudiendo detectar AN entre los días 9 y 12 p.i. (Yoon et al., 1994; Takikawa et al., 
1997). Posteriormente, el título de AN va aumentando hasta el día 127 p.i., momento en 
que alcanza su pico máximo para disminuir a continuación hasta niveles no detectables 
en el día 262 p.i. (Nelson et al.¸1994). No obstante, hay que destacar que los títulos de 
AN permanecen relativamente bajos tras la infección y que existe una gran variabilidad 
individual en la respuesta, habiéndose descrito incluso la falta de desarrollo de AN 
detectables en un elevado porcentaje de animales (Loemba et al., 1996; Kim et al., 
2007). 
 
Estos AN se dirigen aparentemente frente a diversas proteínas del virus como la 
GP3, GP4, M y GP5. En el caso de la GP4 se ha descrito un epítopo neutralizante en 
cepas europeas del virus entre los aminoácidos 59-67, cuya secuencia es 
59SAAQEKISF (Meulenberg et al., 1997). Sin embargo, estos epítopos no parecen 
estar conservados y parecen tener menor significación biológica en los procesos de 
neutralización que el presente en la GP5 (Weiland et al., 1999; Cancel-Tirado et al., 
2004). Este epítopo de la GP5 se localiza hacia la mitad del ectodominio, en la posición 
37-45 en las cepas de tipo II y en la posición 39-47 en las cepas del tipo I. Su secuencia 
es 37SHLQLIYNL en el genotipo americano del virus (Ostrowski et al., 2002; Wissink 
et al., 2003; Plagemann, 2004a), y 39STYQYIYNL en el genotipo europeo (Plagemann, 
2004b), estando en ambas bastante conservado entre aislados. 
 
Aunque se desconocen las razones últimas del retraso en la aparición de AN tras 
la infección se han postulado distintas hipótesis que intentar explicar este fenómeno. La 
primera de ellas se relaciona con la existencia de un epítopo inmunodominante pero no 
neutralizante localizado muy próximo al epítopo neutralizante de la GP5 (Ostrowski et 
al., 2002), de forma que los animales responden con una respuesta muy fuerte a este 
epítopo de distracción, retrasando de este modo la aparición de la respuesta frente al 
epítopo neutralizante. La segunda de ellas podría ser el grado de glicosilación de la 
proteína, que influiría de manera significativa en la producción de AN. De este modo, 
mutantes defectivos para alguno de los sitios de glicosilación inducen una mayor 
cantidad de AN frente a ellos mismos y frente a la cepa parental que los conseguidos 
tras la inoculación de la cepa parental (Ansari et al., 2006). 
 
Los AN juegan un papel preponderante en la protección frente al VSRRP. 
Estudios in vitro han demostrado que dichos anticuerpos son capaces de bloquear la 
infección o disminuir el título vírico en cultivos de MAP (Delputte et al., 2004b). 




la viremia (Murtaugh et al., 2002; Plagemann et al., 2004a) e incluso con la eliminación 
del virus de distintos tejidos (Labarque et al., 2000a). De este modo, se ha demostrado 
de forma concluyente que la administración pasiva de AN es capaz de conseguir una 
inmunidad esterilizante, ya sea en hembras gestantes o en animales en crecimiento, 
aunque el título necesario para conferir protección debe ser de 1/16 en cerdas adultas y 
superior a 1/32 en lechones (Osorio et al., 2002; López et al., 2007). 
 
 
1.6. VACUNACIÓN FRENTE AL VSRRP 
 
A lo largo del tiempo se han desarrollado numerosas medidas de control y 
prevención frente al SRRP, debido a su extensión y a su repercusión económica en las 
principales áreas productivas de porcino de todo el mundo. A pesar de los esfuerzos 
realizados, las medidas higiosanitarias no han conseguido por sí solas prevenir la 
infección por parte del VSRRP, especialmente en zonas con una gran prevalencia de la 
enfermedad, con elevadas densidades de animales y con condiciones atmosféricas 
favorables para la diseminación del virus. Además, las infecciones persistentes 
características del VSRRP facilitan la circulación del virus en las explotaciones 
infectadas. El fracaso de dichas medidas ha dirigido los esfuerzos en la prevención y el 
control de la enfermedad hacia la profilaxis médica, intentando obtener productos 
vacunales seguros y eficaces.  
 
1.6.1. Vacunas inactivadas 
 
Las vacunas inactivadas desarrolladas frente al SRRP fueron las primeras en 
comercializarse, pudiéndose aplicar de forma segura a cualquier animal, 
independientemente de su estado productivo. Sin embargo, la eficacia de su 
administración se ha cuestionado seriamente en numerosos estudios experimentales 
(Nielsen et al., 1997; Prieto et al., 1997b; Scortti et al., 2007). Estos estudios han 
demostrado que las vacunas inactivadas son ineficaces en prevenir la infección y la 
eliminación vía semen en verracos (Nielsen et al., 1997), y en prevenir la infección en 
hembras gestantes, ya que se detectó viremia e infección transplacentaria de los fetos 
independientemente del momento de aplicación de la vacuna (Prieto et al., 1997b; 
Scortti et al., 2007). A pesar de ello la vacunación con una vacuna inactivada de 
genotipo europeo redujo la mortalidad pre-destete y mejoró los parámetros productivos 
de las cerdas vacunadas (Scortti et al., 2007). Estos resultados podrían ser debidos a una 
aparición más rápida de AN tras el desafío en las cerdas vacunadas, debido a la 
exposición previa al virus inactivado (Scortti et al., 2007), o a una mayor respuesta 
inmune celular en los animales vacunados (Piras et al., 2005). 
 
A pesar de la  falta de eficacia de las vacunas inactivadas, su uso se ha extendido 
para el control de la enfermedad en condiciones de campo, documentándose buenos 
resultados al mejorar los parámetros productivos de las cerdas vacunadas (Gass-Cofre et 
al., 2004; Papatsiros et al., 2004). No obstante, sólo se recomienda el uso de estas 









1.6.2. Vacunas vivas modificadas (VVMs) 
 
Con el objetivo de mejorar la eficacia de las vacunas inactivadas, se han 
desarrollado distintos tipos de VVMs cuya capacidad de replicación en el organismo 
hospedador induciría una respuesta inmune más intensa y duradera. 
 
La seguridad de estas vacunas ha sido evaluada en diversos estudios. Algunos de 
ellos han determinado que la utilización de estas VVMs en lechones es segura, no 
habiéndose detectado la aparición de ningún tipo de sintomatología clínica después de la 
vacunación (Gorcyca et al., 1995; Roof et al., 1999). Sin embargo, los animales 
vacunados son virémicos, aunque con títulos inferiores a los que producen las cepas de 
campo (Mengeling et al., 2003a; Jhonson et al., 2004; Kwon et al., 2006), y el virus 
vacunal persiste en el organismo de los animales vacunados durante varias semanas 
(Gorcyca et al., 1995, 1997a; Hesse et al., 1997; Lager y Mengeling, 1997a; Mengeling 
et al., 1996a, 1999a; 2003a). Además, las cepas vacunales se eliminan por diferentes 
rutas pudiendo infectar a animales susceptibles (Hutchinson et al., 1997; Bøtner et al., 
1997; Mengeling et al., 1996a). 
 
En un estudio reciente se ha demostrado que todas las VVMs disponibles en el 
mercado europeo son similares en relación a la viremia y a la distribución orgánica 
producida, aunque difieren en su capacidad de replicación en MAP y en la frecuencia de 
transmisión a animales centinelas (Martínez-Lobo et al., 2008). Por otro lado, también 
se ha demostrado que las VVMs pueden transmitirse verticalmente ya que son capaces 
de atravesar la barrera placentaria e infectar a los fetos en desarrollo (Mengeling et al., 
1996a, 1996b; Scortti et al., 2006a), o transmitirse de la madre a sus lechones durante la 
lactación (Mengeling et al., 1996a). Finalmente, el uso de VVMs en verracos se ha 
asociado con alteraciones de la calidad seminal (Christopher-Hennings et al., 1997). 
 
En condiciones de campo, las VVMs pueden producir efectos negativos en cerdas 
gestantes, habiéndose observado un aumento en el número de momificados y de nacidos 
muertos (Dewey et al., 1999). 
 
Por último, en cuanto a la seguridad de las VVMs, debemos tener en cuenta que 
existe el riesgo de una reversión a la virulencia de las cepas vacunales, debido a la tasa 
de mutación tan alta de este virus y a la posibilidad de recombinación de las cepas 
vacunales con cepas de campo, dando lugar a nuevas cepas de virulencia desconocida 
(Mengeling et al., 1999b; Nielsen et al., 2002; Li et al., 2009). 
 
Además de la falta de seguridad de las VVMs, también se ha descrito una falta de 
eficacia de las mismas (Lager et al., 1999; Mengeling et al., 1999a). Esta falta de 
eficacia de las VVMs proviene de la baja inmunogenicidad del VSRRP y 
especialmente, de la enorme variabilidad antigénica entre diferentes aislados que 
implica una falta de protección cruzada entre cepas heterólogas. Es más, se ha postulado 
que el grado de eficacia de una vacuna dependerá en gran medida del grado de similitud 
existente entre la cepa vacunal y la cepa de desafío (Meng, 2000). Los estudios 
experimentales llevados a cabo parecen confirmar que las vacunas existentes en el 
mercado presentan una eficacia razonable, tanto en las reproductoras como en los 
animales en crecimiento, cuando el desafío de los animales vacunados se realiza con la 
cepa parental de la vacuna, es decir, se realiza un desafío homólogo (Hesse et al., 1997; 




realiza con una cepa heteróloga la protección es, en el mejor de los casos, parcial. De 
esta forma, la falta de protección es muy acusada cuando animales inmunizados con 
vacunas, tanto del genotipo europeo como del genotipo americano, son expuestos a 
cepas de campo del genotipo contrario en el desafío. En estos casos, en los animales en 
crecimiento se observa, en la situación más favorable, una reducción parcial de la 
viremia (van Woensel et al., 1998; Labarque et al., 2000b; 2003a; Medveczky et al., 
2002) mientras que en las reproductoras los estudios disponibles indican que la 
inmunidad conferida por la vacunación no es suficiente para prevenir la infección 
transplacentaria (Hesse et al.¸1997; Gorcyca et al., 1997a,b, Lager et al., 1999). 
 
Es más, la falta de protección frente a un desafío heterólogo se produce también 
cuando la cepa de desafío es del mismo genotipo que la cepa vacunal. De esta forma, 
cuando se han vacunado lechones en crecimiento con una vacuna de genotipo europeo 
perteneciente al subgrupo “Lelystad-like” y se han expuesto posteriormente a una cepa 
de campo del subgrupo italiano, sólo se ha obtenido una protección parcial, manifestada 
como una reducción de la viremia y de la presencia del virus en lavados pulmonares 
(Labarque et al., 2004). Un efecto similar se produce en las reproductoras, como se ha 
demostrado en un estudio en el que la inmunización antes de la cubrición con vacunas 
comerciales españolas del VSRRP no fue capaz de conferir una inmunidad esterilizante, 
pudiendo llegar a producirse una infección transplacentaria, tras la exposición a una 
cepa del subgrupo italiano en el día 90 de gestación (Scortti et al., 2006b). Es más, la 
falta de protección se manifiesta incluso cuando la cepa de desafío está muy próxima 
desde el punto de vista genómico a la cepa vacunal. Un estudio reciente demuestra que 
no se produce una protección total ni siquiera cuando la cepa de desafío pertenece al 
mismo subgrupo que la cepa vacunal (i.e. Lelystad-like) y la homología genómica es 
elevada (Prieto et al., 2008). Estos datos están en la misma línea que los resultados de 
otros estudios recientes que indican que la homología genómica entre la cepa vacunal y 
la cepa de desafío no es un buen predictor de la protección que cabe esperar que 
confieran las vacunas (Díaz et al., 2006; Zuckermann et al., 2007). 
 
 
1.7. VARIABILIDAD DEL VSRRP 
 
Una de las características más destacadas del VSRRP es su gran variabilidad, la 
cual ha sido demostrada desde muchos puntos de vista a lo largo del tiempo. En primer 
lugar, ya desde la aparición de la enfermedad y el posterior aislamiento del agente 
causal, se pusieron de manifiesto las diferencias en la capacidad de crecimiento del 
virus en distintos sistemas celulares. Así como las cepas pertenecientes al tipo I 
(europeo) se propagan más fácilmente en cultivos primarios de MAP (Wensvoort et al., 
1991; Wensvoort, 1993), las cepas de tipo II (americanas) del virus muestran una 
preferencia por el crecimiento en líneas celulares establecidas como las CL-2621, las 
MARC-145 o las CRL11171 (Benfield et al., 1992; Collins et al., 1992; Kim et al., 
1993; Meng et al., 1994, 1996). Sin embargo, en un estudio reciente, cepas 
pertenecientes al tipo II, que circulan actualmente entre la población porcina de EE.UU., 
se aislaron en mayor número en MAP que en la línea celular MA-104 (de Abin et al., 
2009). Además, no todos los aislados son capaces de replicarse en la misma línea 
celular, habiéndose descrito cepas que sólo se replican en MAP o en líneas celulares 
(Bautista et al., 1993). Estas diferencias de crecimiento en diferentes líneas celulares 
han sido atribuidas a ciertos cambios genómicos en la ORF5 del virus (Wesley et al., 




1.7.1. Variabilidad Genómica 
 
De todos los aspectos relativos a la variabilidad del VSRRP, el genómico ha sido 
el más estudiado hasta la fecha, habiéndose generado una gran cantidad de información 
relativa a las secuencias de distintos aislados del virus procedentes de diversos orígenes 
geográficos. 
 
El análisis de estas secuencias ha permitido demostrar la existencia de grandes 
diferencias entre las cepas del virus que emergieron en Europa y las que lo hicieron en 
Norteamérica, hasta el punto de haberse clasificado en dos genotipos diferentes: el 
genotipo europeo o tipo I, y el genotipo americano o tipo II (Meng et al., 1995b; Snijder 
y Meulenberg, 1998). Las identidades de nucleótidos entre las cepas europeas y 
americanas del VSRRP determinadas hasta el momento muestran una homología muy 
baja entre ambos tipos aunque variable según la proteína que se considere. Así, la 
homología es del 65-67% para la ORF2 (Murtaugh et al., 1995; Morozov et al., 1995), 
del 63-66% para la ORF4 y del 61-63% para la ORF5 (Meng et al., 1995a,b). En cuanto 
a las regiones no estructurales del genoma se han descrito identidades nucleotídicas del 
55% para la ORF1a (Allende et al., 1999) y del 63% para la ORF1b (Nelsen et al., 
1999). La ORF6 y ORF7 muestran una mayor homología entre los dos genotipos, 
siendo las regiones más conservadas, aunque también existen diferencias, ya que en el 
caso de la ORF6 se han descrito identidades de nucleótidos del 78-81% (Dea et al., 
2000). 
 
La distribución geográfica de ambos genotipos estaba en principio bien 
delimitada, ocupando Norteamérica, Sudamérica y Asia el tipo II y Europa el tipo I. 
Esta teórica barrera geográfica se rompió al aislarse virus pertenecientes al genotipo 
europeo de brotes de enfermedad en explotaciones ganaderas en EE.UU., que fueron 
denominados como aislados norteamericanos de tipo I (Ropp et al., 2004; Fang et al., 
2007;), y al verse implicados aislados de tipo americano en casos de fallo reproductivo 
en explotaciones danesas, cuyo origen más probable sea la reversión a la virulencia de 
una cepa atenuada de genotipo americano incluida en una VVM aplicada de forma 
rutinaria en Dinamarca (Madsen, 1998; Nielsen et al., 2001). Además, en la actualidad, 
se ha documentado la circulación de VSRRP de genotipo europeo entre la población 
porcina de Corea del Sur (Kim et al. 2009; Lee et al., 2010). 
 
Dentro de cada genotipo también se ha demostrado la existencia de diferencias en 
la secuencia de nucleótidos, aunque en este caso siempre han sido menores que las 
descritas entre genotipos distintos. Este fenómeno de variabilidad genómica dentro de 
cada grupo fue descubierto por primera vez en cepas pertenecientes al tipo II. Meng et 
al. (1995b) compararon la secuencia de nucleótidos de la región comprendida entre la 
ORF2 y la ORF5 de cinco aislados americanos de diferente virulencia con las 
secuencias disponibles de otros aislados americanos, mostrando identidades de 93-98% 
para la ORF2, 89-98% para la ORF3, 91-99% para la ORF4 y del 90-98% para la 
ORF5. El análisis filogenético de distintos aislados en la región del genoma entre la 
ORF2 y la ORF7 mostró la existencia de tres subgenotipos dentro del genotipo 
americano principal. En cuanto a las ORF6 y ORF7, los estudios de secuenciación 
realizados han mostrado un porcentaje de homología bastante alto entre aislados 
americanos, siendo estas regiones las más conservadas del genoma. Entre diversas cepas 
americanas se obtuvieron identidades de nucleótidos de más del 96% para la ORF6 y 




A medida que se incluyeron aislados americanos en estudios sobre variabilidad 
genética se confirmaba que dichos aislados pertenecían a un mismo genotipo del 
VSRRP, pero que entre ellos existía una patente diversidad de secuencias (Murtaugh et 
al., 1998), tanto en genes estructurales (Andreyev et al., 1997; Gagnon y Dea, 1998) 
como en no estructurales (Allende et al., 1999; Nelsen et al., 1999). 
 
Esta variabilidad genética entre aislados obtenidos en diferentes regiones de 
Norteamérica se observa igualmente cuando el estudio se realiza sobre una región 
geográfica concreta, ya que secuencias de la ORF5 de 55 aislados obtenidos en los 
estados de Illinois y Iowa mostraron un alto nivel de variabilidad genética en este gen, 
comparable al obtenido en muestras procedentes de áreas más extensas de EE.UU. Esta 
diversidad genética en la ORF5 estaba determinada significativamente por movimientos 
de animales a larga distancia y no por la evolución genética local de dichos aislados 
(Goldberg et al., 2000b).  
 
Esta diversidad genómica del tipo II del VSRRP ha aumentado cuando en los 
estudios de secuenciación se han incluido aislados procedentes de Asia, especialmente 
de China, Vietnam, Tailandia y Japón. An et al. (2007) secuenciaron la ORF5 de un 
total de 42 aislados obtenidos entre el año 1996 y el año 2006 en diferentes regiones de 
China, y aunque todos ellos pertenecían al tipo II, pudieron establecer dos subgrupos 
claramente diferenciados. El primero de ellos engloba aislados que presentaban una 
variabilidad muy alta en la secuencia correspondiente al epítopo neutralizante de la 
GP5, y el segundo lo constituyen aislados con una alta similitud de secuencia con la 
cepa de referencia VR-2332. Parece que el primer subgrupo es el causante de los brotes 
de enfermedad con elevada mortalidad ocurridos en el sureste de China, y que son los 
aislados pertenecientes a este subgrupo los más prevalentes en la actualidad en las 
explotaciones porcinas del sureste del país asiático (Hu et al., 2008). 
 
Junto con el estudio mayoritario de la ORF5 para el genotipado y la clasificación 
filogenética de los aislados de tipo II, se ha centrado la atención sobre la secuencia del 
gen codificante de la nsp2. El análisis de un fragmento de esta región del genoma ha 
permitido clasificar al tipo II en tres subtipos, representados por la cepa ERDR-1, que 
posee una delección de 117 bases y una inserción de 108 bases, por la cepa SP, que 
posee únicamente la inserción de esas 108 bases, y por la cepa de referencia VR-2332, 
en la que no existen delección ni inserción alguna. Estos tres subtipos son 
filogenéticamente bastante diferentes, por lo que esos cambios producidos en la 
secuencia del gen de la nsp2 habrían surgido en estadios tempranos de la evolución del 
virus (Yoshii et al., 2008). 
 
Parece que los aislados americanos de tipo II han evolucionado tanto por la 
acumulación de mutaciones al azar en su genoma como por fenómenos de mutación 
intragénica, aunque muchas de las mutaciones observadas son silenciosas, por lo que 
parece existir una presión evolutiva para conservar ciertas secuencias de aminoácidos 
(Kapur et al., 1996). 
 
Hasta aproximadamente el año 2000 se consideraba que la variabilidad de los 
aislados del VSRRP del tipo I o europeo era mucho menor que en el caso del tipo II o 
americano. El primer trabajo de secuenciación llevado a cabo en Europa reveló que la 
secuencia de la ORF5 y la ORF7 de diferentes aislados españoles y de Europa 




procedente de Italia, la cual era bastante divergente de las restantes cepas europeas 
incluidas en el estudio (Suárez et al., 1996b). Trabajos de investigación posteriores 
compararon la secuencia de la ORF7 de varios aislados europeos, concluyendo 
igualmente que la variabilidad exhibida entre los aislados de tipo I del VSRRP era 
mucho menor que la descrita para el tipo II (Drew et al., 1997; Le Gall et al., 1998). 
 
La asunción de homogeneidad inicial entre los aislados de origen europeo fue 
abandonada a medida que aumentó el número de cepas estudiadas y el rango de países 
de origen de esas cepas. En 1999 Andreyev et al. describen una gran diversidad entre 
cepas rusas del VSRRP y la cepa de referencia europea LV, observándose una mayor 
divergencia cuanto más al este de Rusia se había producido el aislamiento del virus. La 
secuencia de la ORF3 de aislados daneses mostró que el tipo I no era menos 
heterogéneo que el tipo II, pudiendo establecer subgrupos en función de delecciones 
ocurridas en regiones solapantes de la ORF3 y ORF4 del genoma vírico (Olecksiewicz 
et al., 2000). Asimismo, se observaron variaciones importantes en la secuencia de la 
ORF5 de cepas procedentes de la República Checa (Indik et al., 2000), e incluso en 
cepas aisladas en España (Mateu et al., 2003). 
 
En un estudio de secuenciación de la ORF5 y la ORF7 de aislados del tipo I 
procedentes de Europa Occidental, Forsberg et al. (2002) clasifican las cepas estudiadas 
en tres subgrupos diferentes. El primero de ellos constituiría el grupo clásico de cepas 
europeas, representado por la cepa de referencia LV, en el que se incluyen casi todas las 
cepas secuenciadas en los primeros momentos después de la descripción de la 
enfermedad, procedentes de países como Bélgica, Francia, Holanda, Alemania, Reino 
Unido y España. El segundo grupo quedaría constituido, fundamentalmente por cepas 
danesas, cuyo origen sería una fuente de virus posterior a la que dio lugar a los otros dos 
subgrupos definidos. Por último, el tercer grupo estaría constituido por una serie de 
cepas mucho más heterogéneas genéticamente que todas las demás, integrado 
fundamentalmente por cepas italianas, que constituyen el grupo más divergente. Estos 
datos parecen mostrar que la diversidad genética de los aislados europeos de tipo I está 
determinada por la distribución geográfica de los mismos, siendo los aislados daneses e 
italianos los más variables, y que esta diversidad es aún mayor a la existente en el tipo 
II. Forsberg et al. (2002) postulan que la responsable de tal diversidad sería la estructura 
de la población porcina en Europa, mucho más cerrada al movimiento de animales entre 
países que el mercado nacional estadounidense, donde no existen limitaciones 
mercantiles al comercio de animales vivos. Junto con este factor intervendría una mayor 
presencia de cepas de origen vacunal y similares entre sí en EE.UU., donde una gran 
parte de la población porcina ha sido vacunada con vacunas vivas atenuadas. 
 
Por el contrario, se han encontrado aislados no relacionados genéticamente con un 
origen geográfico similar (Prieto et al., 2008), por lo que esta distribución geográfica 
tan marcada entre aislados filogenéticamente diferentes en Europa Occidental ha sido 
refutada, pudiendo ser el resultado del momento de aislamiento del virus (Pesch et al., 
2005). 
 
La alta variabilidad existente en el tipo I del VSRRP ha quedado confirmada 
cuando se ha llevado a cabo estudios de secuenciación de la ORF5 y la ORF7 de 
aislados originarios de países de Europa del Este. Las secuencias parciales de la ORF5 
de 22 aislados de campo polacos y lituanos, comparadas con secuencias conocidas de 




principalmente en Lituania era mucho mayor de lo que cabría esperar. Así, dichas 
secuencias exhibieron una identidad de nucleótidos frente a cepas europeas del 72%. 
Aunque las cepas polacas tienden a agruparse en ramas bastante divergentes, son las 
cepas lituanas las que se encuentran en un punto muy alejado de todas las demás y más 
próximo a las cepas americanas, aún perteneciendo al genotipo europeo. Además el 
tamaño de la ORF7 de dichos aislados lituanos, de 378 nucleótidos, estaría 
comprendido entre el tamaño de la ORF7 de la cepa LV, de 387 nucleótidos, y la cepa 
americana VR-2332, de 372 nucleótidos, por lo que parece ser probable que los 
genotipos americano y europeo del VSRRP evolucionaran a partir de un ancestro 
común (Stadejek et al., 2002). 
 
Cuando en estudios posteriores de secuenciación de la ORF5 se incluyeron 
aislados originarios de Bielorrusia, se observó que dichos aislados pertenecían al 
genotipo europeo, aunque formaban subgrupos muy diversos y alejados 
filogenéticamente de todas las cepas  europeas secuenciadas hasta entonces, cuyo límite 
geográfico era la frontera oriental de Polonia (Stadejek et al., 2006). Esta demarcación 
geográfica tan precisa probablemente se deba al patrón comercial existente en el período 
de la guerra fría, con un movimiento de animales casi inexistente entre las antiguas 
repúblicas soviéticas y Polonia (Stadejek et al., 2006).  
 
Además, las cepas bielorrusas muestran  un acusado polimorfismo en el tamaño 
de la ORF7, oscilando entre 375 y 393 nucleótidos, al igual que las cepas procedentes 
de la Federación Rusa (Stadejek et al., 2008). El tamaño de la ORF7 se ha relacionado 
perfectamente con la diversidad mostrada por la secuencia de la ORF5, validando a la 
ORF7 como un marcador de subtipo en el tipo I del VSRRP. 
 
El estudio de este polimorfismo ha confirmado la existencia de tres subtipos en el 
genotipo europeo: el subtipo tipo I o pan-Europeo, y los subtipos II y III de Europa del 
Este, con tamaños de la proteína de la nucleocápside de 128, 125 y 124 aminoácidos, 
respectivamente (Stadejek et al., 2008). La inclusión de todas estas cepas de Europa del 
Este y Rusia en el genotipo europeo ha hecho de éste un genotipo mucho más diverso 
que el genotipo americano, y proyecta la hipótesis sobre el más que posible origen 
europeo del VSRRP (Stadejek et al., 2006, 2008). 
 
A pesar de todos los estudios realizados sobre la variabilidad genómica, la 
información relativa a la evolución temporal de aislados del VSRRP en la misma área 
geográfica es limitada. Los pocos estudios realizados se han centrado en cepas 
españolas obtenidas entre los años 1991 y 2005. Inicialmente, la secuenciación de la 
ORF5 mostraba que los aislados modernos constituían una rama evolutiva diferente 
respecto de los aislados más antiguos, y que actualmente existían unas variantes 
típicamente españolas muy diferenciadas de las cepas originales circulantes en el país 
(Mateu et al., 2003). Poco después, el análisis filogenético de la GP5 de diversos 
aislados españoles parecía no ser concluyente en determinar una clara línea evolutiva 
entre los aislados antiguos y modernos (Mateu et al., 2006). Recientemente, Prieto et al. 
(2009) describen una mayor heterogeneidad en las cepas modernas respecto de las 
antiguas, aunque tal diversidad no parece ser debida en exclusiva a la evolución 
temporal de los aislados, encontrándose aislados modernos y antiguos en los mismos 
grupos filogenéticos, independientemente del momento de aislamiento de los mismos, 
indicando la co-circulación en el campo de diferentes variantes modernas de VSRRP y 




La tasa de mutación temporal del VSRRP se ha determinado en la ORF5 de 
diferentes aislados españoles obteniendo una tasa de mutación en los aislados modernos 
de  3,3x10-2 sustituciones por sitio y año (s/s/a) y 1,1x10-2 s/s/a en aislados antiguos 
(Prieto et al., 2008). Resultados similares han sido encontrados cuando el análisis de la 
tasa de mutación se ha llevado a cabo sobre la ORF1, obteniendo valores de 10-2 s/s/y 
(Hanada et al., 2005), siendo superiores a la mayoría de los virus ARN. Estas tasas de 
mutación tan elevadas podrían explicar la gran variabilidad genómica observada entre 
distintos aislados del VSRRP. 
 
1.7.2. Variabilidad Antigénica 
 
Como consecuencia de la variabilidad genómica del VSRRP, se han documentado 
importantes variaciones antigénicas entre diferentes cepas. Las diferencias más 
marcadas se han encontrado entre cepas de distinto genotipo. Así, poco después del 
aislamiento del agente causal de la enfermedad, y mediante sueros policlonales 
obtenidos tras la inoculación de cerdos con la cepa LV y la cepa VR-2332, cepas de 
referencia del tipo I y II respectivamente, se pudieron observar diferencias antigénicas 
entre diferentes aislados, estando estrechamente relacionados cuatro aislados de 
genotipo europeo, y difiriendo de tres aislados americanos (Wensvoort et al., 1992, 
1993). Un estudio de seroprevalencia del VSRRP en muestras de campo determinó que 
mediante inmunofluorescencia indirecta el 20 % de los sueros eran positivos frente a la 
cepa LV pero negativos a la cepa VR-2332, y que aproximadamente el 44% de los 
sueros eran positivos frente a la cepa VR-2332, pero negativos a la cepa LV (Bautista et 
al., 1993b). De la misma manera, sueros porcinos procedentes de Canadá se 
relacionaban serológicamente con la cepa americana de referencia, mientras que 
mostraban poca o nula reactividad cruzada con la cepa europea LV. En cambio, sueros 
porcinos obtenidos en Holanda fueron positivos mayoritariamente frente a la cepa LV 
(Frey et al., 1992). 
 
Estas diferencias antigénicas entre genotipos se pueden encontrar en diferentes 
proteínas del virus. Una de las más estudiadas ha sido la proteína de la nucleocápside, 
demostrándose la existencia de epítopos conservados entre cepas de tipo I y II, junto 
con la presencia de epítopos comunes al tipo II pero inexistentes en los aislados 
pertenecientes al tipo I (Nelson et al., 1993). El patrón de reactividad cruzada de 
diversos anticuerpos monoclonales frente a la proteína N ha confirmado posteriormente 
que aislados pertenecientes al mismo genotipo muestran epítopos muy conservados, que 
los diferencian de aislados del otro genotipo. De este modo, anticuerpos monoclonales 
desarrollados frente a la proteína N de un aislado británico no lograron reaccionar con 
ninguno de los seis aislados americanos utilizados (Drew et al., 1995). De la misma 
manera, de tres anticuerpos monoclonales desarrollados frente a la proteína N de la cepa 
VR-2332, sólo uno logró reaccionar con la cepa LV (Magar et al., 1995). Además, el 
número de epítopos y su posición en la proteína N difiere entre las cepas americanas, 
que poseen cinco epítopos localizados en los aminoácidos 30-52, 37-52, 55-69, 69-112 
y 112-123 (Wootton et al., 1998), y las cepas europeas, con cuatro epítopos entre los 
aminoácidos 2-12, 25-30, 40-46, 51-90 (Muelenberg et al., 1998a). Sin embargo, los 
anticuerpos monoclonales frente a todos estos epítopos no han logrado neutralizar la 
infección vírica (Plana-Durán et al., 1997a, 2000; Kwang et al., 1999; Barfoed et al., 





También la GP3 presenta epítopos diferentes en su región carboxi terminal entre 
aislados pertenecientes a los tipos I y II, ya que tanto sueros procedentes de animales 
inoculados con la cepa LV como sueros procedentes de animales infectados 
naturalmente por cepas europeas de tipo I fueron mucho más reactivos a una región 
hidrofílica de 199 aminoácidos presente en la región C-terminal de la GP3 de la cepa 
LV que sueros de animales infectados con cepas americanas (Katz et al., 1995). 
 
Igualmente la proteína GP4 ha demostrado ser antigénicamente diferente entre 
cepas de tipo I y II (Zhang et al., 1998), incluso parece que las cepas americanas de tipo 
II no presentan el epítopo neutralizante descrito para las europeas (Meulenberg et al., 
1997; Cancel-Tirado et al., 2004, Costers et al., 2010). 
 
En cuanto a la variabilidad antigénica de la proteína M, se ha demostrado la falta 
de reactividad cruzada entre aislados de tipo I y II del VSRRP cuando se utilizan 
anticuerpos monoclonales frente a un epítopo presente en un aislado de genotipo 
americano. Este epítopo se encuentra muy conservado entre el tipo II, pero está ausente 
o pobremente expresado en el tipo I (Magar et al., 1997). La existencia de epítopos 
neutralizantes en esta proteína se ha puesto en duda, ya que existen estudios que no 
localizan ningún epítopo neutralizante (Kwang et al., 1999) mientras otros parecen 
demostrar su presencia (Yang et al., 2000; Cancel-Tirado et al., 2004). 
 
Por último, la GP5 muestra a su vez una alta variabilidad antigénica entre aislados 
de tipo I y II, ya que todos los anticuerpos monoclonales obtenidos frente a la GP5 de 
un aislado de genotipo americano procedente de Canadá, fueron incapaces de reaccionar 
con la GP5 de la cepa LV (Pirzadeh y Dea, 1997; Pirzadeh et al., 1998). 
A pesar de que las diferencias antigénicas más marcadas han sido puestas de 
manifiesto entre los diferentes genotipos del VSRRP, también se han encontrado 
diferencias entre aislados pertenecientes al mismo genotipo. 
 
En referencia al tipo I, Drew et al. (1995) encontraron diferencias entre el patrón 
de reactividad cruzada de aislados británicos frente a monoclonales desarrollados frente 
a la proteína N de un aislado procedente también del Reino Unido. Incluso dos 
poblaciones víricas presentes en un mismo aislado holandés de genotipo europeo 
presentaron diferencias antigénicas importantes cuando se enfrentaron a anticuerpos 
monoclonales obtenidos frente a la proteína N del virus (Wieczoreck y Khromer, 1996), 
y además difirieron en la inducción de AN al ser inoculadas en ratones (Weiland et al., 
1999). 
 
Al igual que en el tipo I, en el tipo II se ha podido constatar una gran variabilidad 
antigénica entre aislados. Se han descrito 4 grupos antigénicos diferentes dentro de este 
tipo según su reactividad a anticuerpos monoclonales frente a la proteína N, y 
subdivisiones de estos grupos cuando se utilizaron anticuerpos monoclonales frente a la 
proteína GP3, M y GP5 (Yang et al., 1999, 2000). Por otro lado, entre aislados coreanos 
de genotipo americano, Cheon y Chae (2000) pudieron describir seis patrones diferentes 
de reactividad cruzada usando monoclonales frente a la proteína GP5 y la proteína N. 
 
Es más, la variabilidad antigénica observada entre aislados se ha puesto de 
manifiesto incluso entre un aislado europeo y su progenie tras uno o dos pases in vivo, 
observándose diferencias antigénicas en la proteína GP3, lo que sugiere un alto grado de 




mecanismo de evasión de la respuesta inmune (Le Gall et al.¸1997). Sin embargo, en el 
caso de la cepa americana VR-2332, y a pesar de encontrar variaciones genómicas en la 
progenie vírica de la misma al pasarla  siete veces in vivo, no se pudo encontrar ningún 
cambio en ninguno de los epítopos reconocidos por una batería de anticuerpos 
monoclonales, ni en la sensibilidad de dicha progenie vírica a la neutralización (Chang 
et al., 2002). 
 
Toda esta variabilidad antigénica entre las diferentes proteínas estructurales del 
VSRRP, ha demostrado ser determinante en la diferente reactividad cruzada observada 
en ensayos de SN entre cepas del genotipo americano. Así, Kim et al. (2007, 2008) 
concluyen que la respuesta neutralizante está determinada por las proteínas GP3, M y 
GP5, siendo altamente específica frente a la cepa homóloga. Aún así, se ha descrito la 
aparición de serogrupos mediante la utilización de anticuerpos monoclonales 
neutralizantes frente a la GP5 y la proteína M (Yang et al., 2000).  
 
Una de las consecuencias más relevantes de la variabilidad antigénica es la 
dificultad que plantea el control de la enfermedad, ya que es altamente improbable que 
vacunas basadas en una sola cepa del virus sean capaces de proteger eficazmente frente 
a un desafío heterólogo. De hecho, se ha postulado que el grado de eficacia de una 
vacuna dependerá en gran medida del grado de similitud existente entre la cepa vacunal 
y la cepa de desafío (Meng, 2000). 
 
 
1.7.3. Variabilidad Patogénica 
 
Desde el aislamiento del agente causal del SRRP a principios de la década de los 
noventa, se han descrito notables diferencias en la virulencia de diversas cepas del 
VSRRP. De este modo, en brotes de enfermedad ocurridos en Europa, el SRRP ha 
cursado subclínicamente (Done et al., 1992), pudiéndose aislar cepas de virus en 
explotaciones en las cuales no existía ningún fallo reproductivo (Stevenson et al., 1993), 
o demostrar la seroconversión de animales en granjas sin sintomatología clínica 
(Ohlinger et al., 1992), lo que indicaría la existencia de aislados de campo avirulentos o 
con poca capacidad patógena. 
 
Por el contrario, se han documentado brotes de enfermedad en el campo que han 
cursado con manifestaciones clínicas graves, incluyendo una alta tasa de abortos y 
mortalidades muy elevadas en animales en crecimiento. Estos brotes se han localizado 
preferentemente en EE.UU., donde a finales del año 1996 se notificaron grandes 
pérdidas debidas a un fallo reproductivo en diversas explotaciones del Medio Oeste del 
país (Halbur et al., 1997; Mengeling et al., 1997; Zimmerman et al., 1997). Aunque 
anteriormente a esta fecha ya se habían descrito de manera esporádica casos similares 
en granjas americanas (Epperson et al., 1997), no es hasta ese año cuando el número de 
explotaciones afectadas y el desconocimiento del agente causal centran la atención en el 
posible papel del VSRRP en estos episodios patológicos. Estos brotes se asociaron a 
manifestaciones clínicas muy graves de SRRP, por lo que se le denominó SRRP atípico 
o agudo. Esta enfermedad afectó incluso a explotaciones ganaderas donde se practicaba 
la vacunación, por lo que en un principio se atribuyó a una reversión a la virulencia de 
las cepas vacunales empleadas. Sin embargo, diversos autores demostraron que las 




genómica y antigénica frente a las cepas vacunales (Mengeling et al., 1998; Bell et al., 
1998; Osorio et al., 1998; Lager et al., 1998). 
 
Estos casos de SRRP atípico se han ido sucediendo en EE.UU. con un intervalo de 
4 ó 6 años. Así, en el año 2000 se aislaron cepas de alta virulencia en explotaciones con 
altas tasas de mortalidades en reproductoras y en animales en crecimiento. El prototipo 
de cepa que produjo estos brotes es la cepa MN-184, la cual ha servido de referencia 
para clasificar a estos virus altamente patógenos en virus del tipo MN-184. 
Posteriormente, durante la primavera de 2007 se produjeron en los estados centrales de 
EE.UU. brotes atípicos de SRRP con altas tasas de mortalidad en cerdas adultas, cerdos 
en crecimiento, incluso superiores al 50%, y graves alteraciones reproductivas. Estos 
brotes volvieron a producirse en el invierno de ese mismo año, aislándose el mismo 
virus de los animales afectados. Este virus posee un patrón de corte por enzimas de 
restricción muy particular que no se observó en ningún otro aislado del VSRRP, por lo 
que se le denominó virus 1-18-2. Este virus parece ser muy agresivo en los animales 
afectados, aunque mantiene principalmente una distribución orgánica pulmonar y 
linfática similar a la de otros aislados (Yeske y Murtaugh, 2008; Murtaugh, 2009). 
 
En el caso de brotes atípicos de SRRP atribuidos a cepas europeas del virus sólo 
se ha descrito un brote que podría ser calificado como tal en Italia. En 2002 y 2003 se 
produjeron en una explotación del valle del Po dos brotes graves de abortos y 
mortalidad en cerdas sin sintomatología respiratoria. Estos brotes ocurrieron en un 
intervalo de 3 meses, observándose animales anoréxicos y con fiebre muy alta, y un 
aumento alarmante en el porcentaje de abortos y en la mortalidad en cerdas. Se logró 
detectar el virus mediante RT-PCR y aislarlo en muestras de suero de animales 
convalecientes, y no se encontraron otros patógenos relacionados con fallo reproductivo 
en los animales afectados, por lo que se atribuyó al VSRRP la causa de ese brote, 
aunque no se haya confirmado experimentalmente (Martelli et al., 2003). 
 
Entre los brotes de SRRP atípico, el que mayor incidencia ha tenido en la 
población porcina mundial ha sido el acaecido en China durante el año 2006 (Normile, 
2007). En Junio de 2006 se describieron casos clínicos de una enfermedad definida 
como “síndrome porcino de fiebre alta” (SPFA) en numerosas granjas de la mitad 
occidental de China, afectando a casi 2 millones de cerdos y causando la muerte de 
aproximadamente 400000. Los animales afectados presentaban fiebre muy alta, 
depresión, anorexia, tos, debilidad y temblores. Además destacaba la aparición de 
sintomatología cutánea muy aparente en los animales, como rubor, petequias, eritema y 
la presencia de granos en las orejas. La necropsia de estos animales reveló la presencia 
de lesiones en múltiples órganos, destacando la existencia de edema y petequias en el 
pulmón, infarto esplénico, hematuria, y extensas hemorragias en el hígado, el riñón y 
los nódulos linfáticos (Tian et al., 2007). Las especiales características de esta 
enfermedad, no descritas anteriormente en ningún caso de SRRP, como la fiebre tan 
alta, las hemorragias generalizadas y la altísima mortalidad observada han sembrado 
dudas sobre si es el VSRRP el verdadero responsable de estos episodios o pueden 
existir otros patógenos que jueguen un papel importante en la enfermedad, más aún 
cuando se han aislado varios agentes víricos y bacterianos de casos de SPFA (Ning et 
al., 2006). Sin embargo, de las muestras biológicas procedentes de animales muertos 
por esta enfermedad se aislaron cepas del VSRRP pertenecientes al tipo II y se 
determinó la presencia de antígenos víricos mediante inmunohistoquímica en casi todos 




ADNc ha permitido concluir que son estas cepas altamente patógenas del VSRRP las 
responsables de los brotes de la enfermedad en China, ya que inoculaciones 
experimentales de los virus obtenidos mediante genética reversa han conseguido 
reproducir la enfermedad en lechones seronegativos (Lv et al., 2008).  
 
Brotes similares se documentaron en Vietnam en la primavera de 2007, aislándose 
cepas similares a las encontradas en China, aunque se desconoce si estas cepas 
provienen de China o si han emergido a la vez en los dos países tras evolucionar en la 
población porcina (Feng et al., 2008).  
 
Para discriminar las diferencias en la capacidad patógena de diversos aislados del 
VSRRP y para comprobar si la gravedad de la enfermedad en condiciones de campo era 
debida a la virulencia de ciertos aislados, se han llevado a cabo numerosos estudios 
experimentales, casi en exclusiva sobre aislados pertenecientes al tipo II. 
 
En el caso del modelo respiratorio de la enfermedad, Halbur et al. (1995b) fueron 
capaces de establecer diferencias significativas en la virulencia de dos aislados 
americanos, el VR2385 y el VR2341, y la cepa europea LV. Mientras que los animales 
inoculados con la cepa LV y el aislado VR2341 mostraron una sintomatología clínica 
leve, con disnea y taquipnea transitoria, el aislado VR2385 produjo un cuadro clínico 
más grave, consistente en una respiración abdominal acusada, letargia, anorexia, 
erizamiento del pelo y cianosis cutánea. Además la temperatura rectal media de los 
animales inoculados con el aislado VR2385, con un pico de 41ºC en el día 2 p.i., fue 
significativamente mayor que la de aquellos inoculados con la cepa LV. Aunque en 
todos ellos se observó consolidación multifocal en los pulmones, la extensión de dicha 
lesión fue mucho mayor en el aislado VR2385, llegando a un 54,2 % de la superficie 
pulmonar en el día 10 p.i., en relación a la cepa LV y al aislado VR2431, con un 6,8% y 
un 9,7% de afectación respectivamente. 
 
La inclusión de más aislados del VSRRP en estudios comparativos de 
patogenicidad hizo que se estableciera una clasificación de los mismos en función de su 
virulencia, en aislados de alta patogenicidad y aislados de baja patogenicidad. Esta 
clasificación fue aplicada por Halbur et al. (1996b) a nueve aislados americanos del 
VSRRP obtenidos de explotaciones con diferentes problemas de SRRP, asignando a 5 
aislados la clasificación de alta patogenicidad y 4 la de baja patogenicidad. Las 
diferencias encontradas entre estos aislados se debieron a una mayor gravedad de la 
sintomatología respiratoria observada, a un aumento significativo de la temperatura 
rectal, y a una mayor intensidad y extensión de las lesiones macroscópicas y 
microscópicas en los animales inoculados con cepas de alta patogenicidad. Entre estos 
parámetros destacó el grado de afectación pulmonar, obteniéndose valores desde el 
62,4% de la superficie afectada en el aislado ISU-28 hasta el 16,7% del aislado ISU-51, 
pudiendo considerar la extensión de las lesiones macroscópicas pulmonares como un 
buen indicador de la patogenicidad del aislado. En cambio, las lesiones microscópicas 
aunque más graves en los aislados más patógenos, no fueron tan consistentes para 
establecer la patogenicidad de las cepas, ya que todos los aislados presentaban idénticas 
lesiones pulmonares. En cambio, entre estos nueve aislados, parece que algunos inducen 
con más probabilidad rinitis, otros encefalitis y otros miocarditis. Esta clasificación 
experimental de los aislados se ajusta en gran medida a la gravedad del SRRP 





En el caso de las cepas chinas, también pertenecientes al tipo II, la inoculación 
experimental de lechones con dichas cepas demostró la implicación del VSRRP en los 
brotes de SRRP agudo en el país asiático. Así, tanto la inoculación intravenosa como la 
intranasal de tres cepas chinas del virus en lechones seronegativos produjeron la muerte 
de los mismos entre los días 3 y 10 p.i., hallándose las mismas lesiones que las 
encontradas en los casos de campo. De estos animales se recobró virus infectivo y se 
confirmó su procedencia mediante RT-PCR (Tian et al., 2007). Resultados similares 
fueron obtenidos por Li et al. (2007) al inocular una cepa aislada y posteriormente 
clonada en el laboratorio a animales en crecimiento de diferentes edades, produciendo 
entre un 25 y un 50% de mortalidad. 
 
Entre las cepas pertenecientes al genotipo europeo la información relativa a las 
diferencias en virulencia de las mismas es muy escasa. De este modo, sólo existe un 
trabajo en el que se han encontrado diferencias entre dos cepas holandesas, 
denominadas LV 4.2.1 y LV ter Huurne, en la sintomatología clínica producida en 
lechones, en la duración de la viremia, en el título de virus en suero y en la eliminación 
del virus por distintas vías (van der Linden et al., 2003). 
 
Del mismo modo que se han descrito diferencias en la virulencia del VSRRP en el 
modelo respiratorio de la enfermedad, éstas se han observado igualmente en el modelo 
reproductivo. Así, cuando se infectaron cerdas gestantes con cepas americanas del virus, 
se observó que el fallo reproductivo producido dependía en gran medida de la cepa 
implicada (Mengeling et al., 1996c). 
 
En el caso de los brotes agudos de enfermedad en EE.UU., Mengeling et al. 
(1998) demostraron que una cepa del virus aislada en una explotación con SRRP atípico 
era capaz reproducir experimentalmente tras su inoculación a hembras gestantes la 
clínica y el fallo reproductivo observado en la explotación de origen. Esta cepa fue 
capaz de provocar sintomatología sistémica en las cerdas adultas inoculadas, consistente 
en depresión, anorexia muy marcada, fiebre e incluso eritema cutáneo. La exposición de 
los animales a esta cepa en el día 45 ó en el día 90 de gestación produjo un aumento en 
la transmisión transplacentaria y en la mortalidad fetal cuando se comparó con otras 
cepas del VSRRP. Esta cepa fue denominada JA-142, siendo la primera cepa del 
VSRRP altamente virulenta descrita, y ha sido utilizada como control en numerosos 
estudios experimentales de patogenicidad (Mengeling et al., 1998; 2003b; Jhonson et 
al., 2004), de antigenicidad (Kim et al., 2007, 2008), e incluso ha servido para el 
desarrollo de una vacuna viva atenuada denominada Ingelvac PRRS®ATP (Boehringer 
Ingelheim). 
 
En el caso de las cepas chinas, éstas fueron capaces de provocar más de un 90% 
de nacidos muertos o nacidos débiles tras su inoculación (Li et al., 2007). 
 
Al igual que en el modelo respiratorio de la enfermedad, en el modelo 
reproductivo la información disponible sobre las diferencias de virulencia de distintos 
aislados de tipo I es muy escasa, habiéndose documentado sólo en el caso de dos cepas 
holandesas (Steverink et al., 1999). 
 
Todos estos estudios han demostrado que las diferencias en patogenicidad entre 
diferentes cepas del VSRRP se manifiestan tanto en la forma reproductiva como en la 




clínicas clásicas del SRRP se han descrito alteraciones nerviosas en animales 
congénitamente infectados por ciertos aislados de campo (Rossow et al., 1999). Estos 
animales presentaban letargia, inapetencia, somnolencia y ligeros temblores de cabeza, 
e histológicamente se observó una meningoencefalitis muy acusada comparada con la 
encefalitis inducida por otras cepas. Se logró detectar el antígeno vírico en los 
macrófagos y la microglía en cortes histológicos de los cerebros de los animales 
afectados. Asimismo, se demostró la replicación vírica en el cerebro de los animales 
afectados mediante hibridación in situ. Aunque el mecanismo patogénico de estos 
posibles aislados neurovirulentos en lechones neonatos no se conoce todavía, se ha 
especulado que ciertos cambios en el genoma serían los responsables del tropismo 
celular del virus.  
 
A pesar de haberse demostrado la existencia de diferencias significativas en la 
virulencia de distintas cepas del VSRRP, todavía se desconocen los mecanismos 
patogénicos implicados en estas diferencias. 
 
Un factor que puede influir en la virulencia del virus es la capacidad de 
replicación del aislado in vivo. Jhonson et al. (2004) han descrito que tanto las 
consecuencias patológicas como la respuesta inmune de los cerdos al VSRRP están 
directamente relacionadas con el título vírico en suero durante el período agudo de la 
enfermedad. Los aislados más virulentos del VSRRP produjeron viremias más altas y 
prolongadas en el tiempo e indujeron una respuesta inmune más rápida e intensa. Sin 
embargo, las diferencias más significativas se encontraron entre los aislados más 
virulentos y los aislados atenuados mediante pases en cultivo celular, no existiendo una 
correlación tan estrecha entre el título vírico en sangre y la patogenicidad de la cepa 
entre los aislados de campo. Del mismo modo, se ha descrito una mayor distribución 
orgánica del virus y un mayor número de células positivas en los animales inoculados 
con cepas más patógenas (Halbur et al., 1996a; Haynes et al., 1997). 
 
En relación a este hecho se ha observado que las cepas atenuadas del VSRRP se 
replican in vivo a niveles muy inferiores de los de sus cepas patógenas parentales 
(Mengeling et al., 2003b). Además, estas cepas atenuadas se replican en mucha menor 
cantidad o son incapaces de replicarse en cultivos primarios de MAP, contrariamente a 
lo que ocurre en las cepas patógenas (Kwon et al., 2006). Por el contrario, estas cepas 
atenuadas se replican mejor que las patógenas en líneas celulares establecidas, como la 
MA-104 o las MARC-145 (Bøtner et al., 1999; Kwon et al., 2006; Wang et al., 2008).  
 
Sin embargo, en otros estudios experimentales el tropismo tisular y la distribución 
orgánica de esas cepas fueron muy similares entre las distintas cepas inoculadas (Halbur 
et al., 1994, 1995b, 1996a,b), por lo que la baja virulencia de un aislado no tendría por 
qué estar relacionada con la capacidad de replicación in vivo. Asimismo, se ha 
demostrado que cepas que presentan curvas de crecimiento similares en MAP, muestran 
características patogénicas diferentes (Meulenberg et al., 1998b). 
 
En cuanto a las bases moleculares de la virulencia de las cepas, todavía no se 
conocen realmente, aunque en los últimos años numerosos estudios han determinado 
cambios genómicos que podrían estar relacionados con la virulencia de ciertas cepas. 
 
De este modo los estudios de secuenciación entre cepas vacunales y cepas 




lo largo del genoma del VSRRP, en concreto en las regiones 5´UTR y ORFs1a (nsp2), 
1b (nsp10), 2, 3, 4, 5 y 6 (Allende et al., 2000; Grebennikova et al., 2004; Madsen et 
al., 1998; Oleksiewicz et al., 1999, 2002; Yang et al., 1998; Yuan et al., 2001). Sin 
embargo, estas mutaciones podrían no deberse a las diferencias patogénicas in vivo sino 
a mutaciones necesarias para la adaptación al cultivo celular donde se propagan estas 
cepas vacunales.  
 
Este largo número de posibles fragmentos del genoma vírico donde residirían los 
factores de patogenicidad hace que la secuencia parcial del genoma vírico no sea capaz 
de elucidar los cambios donde reside la virulencia del virus. A modo de ejemplo, la 
secuenciación de 8 cepas procedentes de brotes atípicos de SRRP mostró un identidad 
de nucleótidos similar a la encontrada con otros aislados de campo (Key et al., 2001). 
 
Una de las regiones del genoma del virus más estudiada hasta la fecha ha sido la 
nsp2, ya que en las cepas consideradas atípicas era frecuente hallar delecciones, lo que 
podría indicar que en este fragmento se encontrarían los factores de patogenicidad. Así, 
la mayoría de las cepas americanas atípicas muestran delecciones en la nsp2, en especial 
las cepas de tipo MN184 y la cepa 1-18-2.  
 
Esta teoría ha cobrado más solidez tras la aparición de las cepas chinas de alta 
virulencia, en la que se ha descrito una delección discontinua de 30 aminoácidos (aa) en 
la proteína nsp2, que aparece en todas las cepas aisladas de casos atípicos de 
enfermedad en China. En primer lugar, una leucina altamente conservada no existía en 
la posición aminoacídica 482, y en segundo lugar, una delección continua de 29 aa 
estaba presente desde la posición 534 a la 562 (Tian et al., 2007). Esta delección fue 
descrita en todas las cepas altamente patógenas aisladas en China (Li et al., 2007). No 
obstante, un estudio reciente muestra que esa delección en la nsp2 no es la responsable 
de la virulencia de las cepas chinas, ya que mediante clones infecciosos de ADNc, cepas 
de alta virulencia han  conservado sus características biológicas tras la eliminación de 
esa delección (Zhou et al., 2009). 
 
En los últimos tiempos el desarrollo de los clones infecciosos de ADNc del 
VSRRP han multiplicado las esperanzas por determinar los factores de virulencia de las 
cepas implicadas en casos atípicos de enfermedad. Aplicando esta tecnología, se han 
construido quimeras en las cuales se insertaban fragmentos del genoma de cepas 
atenuadas en genomas de cepas altamente patógenas y viceversa, inoculándose a 
animales de experimentación. Los resultados obtenidos, aunque algo más concretos que 
la secuenciación, han arrojado datos similares sobre la extensión en el genoma de los 
cambios genéticos implicados en la virulencia de las cepas. Así, Kwon et al. (2008) han 
determinado que es en el fragmento localizado entre la nsp3 y la nsp8 y en la ORF5 
donde se localizan los mayores determinantes de virulencia, aunque también existen 
entre la nsp1-3, entre la nsp10-12 y en la ORF2. De todos estos fragmentos parece ser 
un cambio aminoacídico de fenilalanina por leucina en la posición 17 de la GP5 el 
principal responsable de la virulencia de la cepa. Sin embargo, estudios recientes con 
cepas chinas altamente virulentas han descartado la participación de las proteínas 
estructurales en las características patogénicas de dichas cepas (Zhang et al., 2009). Por 
último, Wang et al. (2008) han descrito que existen cambios de virulencia asociados 
tanto al fragmento comprendido entre el 5´UTR y la ORF1 como en el comprendido 





Todo lo expuesto hasta aquí indica que a pesar de los esfuerzos llevados a cabo, 
no ha sido posible descifrar los determinantes genéticos involucrados en la virulencia o 
atenuación de ninguna cepa del VSRRP (Murtaugh, 2009). Por lo que parece que las 
bases genéticas de la virulencia son complejas e incluso podrían ser específicas de cepa, 
como ocurre en otros virus, como por ejemplo en las cepas del virus de la gripe 




















































II. JUSTIFICACIÓN Y OBJETIVOS 
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Entre las enfermedades que afectan al cerdo, una de las que mayor significación 
tiene en la producción porcina a nivel mundial es el SRRP. Sus principales 
manifestaciones son alteraciones en la reproducción en las cerdas y alteraciones 
respiratorias en cerdos de todas las edades, fundamentalmente en lechones (Rossow, 
1998; Lager y Mengeling, 2000). Descrita por primera vez a finales de la década de los 
80 en EE.UU. (Hill, 1990) y a comienzos de la década de los 90 en Europa, uno de los 
distintivos más importantes de la enfermedad ha sido su rápida difusión a nivel mundial, 
siendo hoy endémica en la mayoría de los países productores de porcino del mundo. 
Desde su aparición ha causado grandes pérdidas a la industria porcina, hasta tal punto 
que en la actualidad está considerada como la enfermedad infecciosa con mayor 
significación económica en los EE.UU. (Neumann et al., 2005). 
 
La enfermedad está producida por un virus, denominado VSRRP que fue aislado 
por primera vez en Holanda (Wensvoort et al., 1991) y posteriormente en EE.UU. 
(Collins et al., 1992). El VSRRP se ha clasificado, junto con el VAE, el VLD y el 
VFHS, dentro de la familia Arteriviridae, del orden Nidovirales (Cavanagh, 1997). 
Estos virus comparten características similares en cuanto a la morfología del virión, la 
organización del genoma, la estrategia de replicación y la transcripción, la composición 
proteica, la replicación en macrófagos y la producción de infecciones persistentes. 
 
Una de las características más resaltadas de este virus es su gran variabilidad, la 
cual ha sido puesta de manifiesto desde muchos puntos de vista a lo largo del tiempo. 
En primera instancia, la variabilidad biológica de las cepas del VSRRP ha quedado 
demostrada ya desde la aparición de la enfermedad, por las diferencias en el crecimiento 
en distintos sistemas celulares. De esta forma se ha comprobado que las cepas europeas 
del virus se pueden propagar más fácilmente en cultivos de MAP (Wensvoort et al., 
1991; Wensvoort, 1993), mientras que las cepas americanas muestran una preferencia 
por el crecimiento en líneas celulares estables como la CL-2621 o la MARC-145 
(Benfield et al., 1992; Collins et al., 1992). 
 
Con el paso del tiempo, a medida que se han obtenido y caracterizado aislados del 
VSRRP, su variabilidad ha quedado patente en otros aspectos como el genómico. La 
comparación de las secuencias disponibles en la actualidad ha demostrado la existencia 
de grandes diferencias entre las cepas europeas y americanas del virus, hasta el punto de 
haberse dividido en dos tipos diferentes: el tipo I, que engloba a las cepas europeas del 
virus, y el tipo II que engloba a las cepas americanas. Dentro de cada grupo también 
existen diferencias en las secuencias de nucleótidos, aunque son menos marcados que 
entre grupos. Este fenómeno fue descrito en primera instancia para cepas americanas del 
virus (Meng et al., 1995; Andreyev et al., 1997; Dea et al., 2000). 
 
En el caso de las cepas europeas, aunque originariamente se pensó que constituían 
un grupo mucho más homogéneo (Suárez et al., 1996b), recientemente se ha 
demostrado — aumentando el número de aislados y el rango de países incluidos en el 
análisis — que las cepas europeas del VSRRP constituyen un grupo muy diverso (Indik 
et al., 2000; Forsberg et al., 2002; Stadejek et al., 2002, 2006; Mateu et al., 2006) y que 
el origen geográfico de las cepas tiene relevancia en su clasificación filogenético. Así, 
Forsberg et al. (2002) han clasificado las cepas estudiadas en tres subgrupos diferentes. 
El primero de ellos constituiría el grupo clásico de cepas europeas, representado por la 
cepa de referencia LV, en el que se incluyen casi todas las cepas secuenciadas en los 
primeros años tras la descripción de la enfermedad. El segundo grupo quedaría 
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constituido, fundamentalmente, por cepas de origen danés. Por último, el tercer grupo 
estaría constituido por una serie de cepas mucho más heterogéneas genéticamente que 
todas las demás, integrado fundamentalmente por cepas italianas que constituyen el 
grupo más divergente. Por otra parte, Stadejek et al. (2002) han determinado que las 
cepas procedentes del este de la frontera de Polonia aunque pertenecen al genotipo 
europeo están muy alejadas del resto de cepas europeas y recientemente han propuesto 
la clasificación de las cepas de tipo I en 3 subtipos (Stadejek et al., 2006; 2008). 
 
En lo relativo a la variabilidad antigénica, se han documentado variaciones 
antigénicas muy importantes entre distintas cepas. Las diferencias más marcadas se han 
puesto de manifiesto entre cepas europeas y americanas del virus, utilizando tanto 
sueros policlonales (Wensvoort et al., 1992; Wensvoort, 1993; Bautista et al., 1993) 
como baterías de sueros monoclonales desarrollados frente a distintas proteínas del 
virus, incluyendo la proteína N (Nelson et al., 1993; Drew et al., 1995; Magar et al., 
1995; Yang et al., 1999), la proteína GP5 (Pirzadeh y Dea, 1997; Pirzadeh et al., 1998), 
la proteína M (Dea et al., 1996; Magar et al., 1997) y la proteína GP4 (Zhang et al., 
1998). Sin embargo, también existen diferencias entre aislados del mismo genotipo en 
su reactividad frente a baterías de anticuerpos monoclonales (Kwang et al., 1994; Katz 
et al., 1995; Drew et al., 1995, Yoon et al., 1995; Wieczoreck-Krohmer et al., 1996; 
Meulenberg et al., 1998, Weiland et al., 1999; Cheon y Chae, 2000). 
 
Finalmente, en lo que a patogenicidad se refiere también se han demostrado 
diferencias significativas entre cepas. En el modelo respiratorio las diferencias se han 
puesto de manifiesto por variaciones en la gravedad de la sintomatología respiratoria, la 
temperatura rectal o el grado de lesión pulmonar desarrollado por lechones infectados 
de forma experimental (Halbur et al., 1995; 1996), aunque dicho extremo sólo se ha 
confirmado en cepas americanas del virus. Además, diferencias similares se han 
observado en la capacidad para producir problemas asociados a la reproducción 
(Mengeling et al., 1996c), habiéndose descrito cepas avirulentas (Ohlinger et al., 1992) 
y cepas altamente virulentas como las aisladas de los casos atípicos de la enfermedad 
aparecidos en EE.UU. (Mengeling et al., 1998; Osorio et al., 1998; Murtaugh, 2009) y 
China (Tian et al., 2007), e incluso cepas neurotropas, capaces de provocar 





De todo lo anteriormente expuesto, cabe destacar que pocos estudios han sido 
llevados a cabo tanto en variabilidad antigénica como en variabilidad patogénica 
del VSRRP, y la gran mayoría se han realizado utilizando aislados del virus 
pertenecientes al tipo II, procedentes casi en su totalidad de EE.UU. Debido la falta 
de información sobre la variabilidad patogénica y antigénica del VSRRP, 
especialmente en el tipo I o europeo, junto con la importancia capital de estos dos 
aspectos en el control eficaz de la enfermedad, se hace necesario un mejor 
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Por lo tanto, el Objetivo General de esta Tesis Doctoral es el 
estudio de la variabilidad antigénica y patogénica de aislados del 
VSRRP, especialmente de los pertenecientes al tipo I. 
 
 
Este Objetivo General está claramente diferenciado en dos Objetivos con entidad 
propia: 
 
Objetivo A. Estudio de la variabilidad antigénica mediante ensayos de 
seroneutralización cruzada de diferentes aislados del VSRRP 
 
Dentro del escaso número de trabajos realizados para establecer la variabilidad 
antigénica del VSRRP, la mayor parte se han llevado a cabo utilizando aislados del tipo 
II americano. Además, en casi la totalidad de los trabajos la variabilidad antigénica del 
VSRRP se ha medido mediante la utilización de diferentes técnicas, como la 
inmunofluorescencia o la IPMA, basadas en la reactividad cruzada entre aislados 
mediante el uso de anticuerpos monoclonales con evidentes fines diagnósticos. Sin 
embargo, la caracterización antigénica de las cepas del VSRRP mediante ensayos de SN 
ha sido muy esporádica (Yang et al., 2000; Kim et al., 2007, 2008; Vu et al., 2008) o 
inexistente en el caso de las cepas del tipo I. No obstante, los ensayos de SN cruzada 
han resultado muy interesantes para la serotipificación de diversos virus, como 
pestivirus (Wensvoort et al., 1989; Dekker et al., 1995; Becher et al., 2003), y aftovirus 
(Forman, 1975; Rweyemamu et al., 1978). 
 
 
Para la mejor consecución del Objetivo A de la Tesis Doctoral se establecieron 
una serie de subobjetivos: 
 
Subobjetivo A.1. Estudio de la existencia de grupos antigénicos entre los aislados tipo 
I del VSRRP 
 
Varios estudios de SN cruzada han determinado la existencia de serogrupos o 
grupos antigénicos en numerosos virus, como pestivirus, e incluso entre virus muy 
variables como el virus de la fiebre aftosa. En este último caso, incluso, se ha podido 
demostrar la existencia de una correlación entre la pertenencia a un serotipo y la 
protección heteróloga que cabe esperar entre cepas (Forman, 1975; Rweyemamu et al., 
1978). 
 
Por ello, y debido a la importancia de la variabilidad antigénica en las 
características biológicas del VSRRP, un objetivo primordial de esta Tesis Doctoral es 
el establecimiento de dichos grupos antigénicos en el caso de los aislados del VSRRP. 
 
Subobjetivo A.2. Estudio de la relación entre la variabilidad antigénica y el origen 
temporal y geográfico de los aislados del VSRRP 
 
Es sabido que el VSRRP posee una tasa de mutaciones muy elevada, por lo que 
los aislados actuales son más diversos genómicamente que los presentes en el comienzo 
de la enfermedad (Hanada et al., 2000; Prieto et al., 2008). La disponibilidad de varios 
aislados procedentes de España obtenidos en distintos períodos de tiempo permitirá 
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evaluar si, al igual que lo ocurrido a nivel genómico, ha existido una evolución temporal 
en la variabilidad antigénica de dichos aislados. 
 
Además, debido a que la gran variabilidad genómica encontrada en el tipo I del 
VSRRP parece estar asociada al origen geográfico de los aislados (Forsberg et al., 
2002), una selección de los aislados según su procedencia permitirá determinar si la 
variabilidad antigénica medida mediante ensayos de SN heteróloga está relacionada con 
los grupos geográficos descritos. 
 
Subobjetivo A.3. Estudio de la relación entre la variabilidad antigénica y la 
variabilidad genómica del VSRRP 
 
En la actualidad, el conocimiento sobre la variabilidad antigénica en comparación 
con la variabilidad genómica es muy limitado. Para el establecimiento de una posible 
relación entre estos dos aspectos fundamentales del virus, este estudio determinará si la 
secuencia de la ORF5 de los diferentes aislados, utilizada frecuentemente para predecir 
la relación y similitud entre cepas del VSRRP, guarda relación con su similitud 
antigénica. 
 
Además, esta secuencia permitirá conocer si tanto los sitios potenciales de N-
glicosilación (Ansari et al., 2006) como el epítopo neutralizante (Ostrowski et al., 2000) 
participan en la variabilidad antigénica de los diferentes aislados. 
 
Subobjetivo A.4. Estudio de la susceptibilidad a la neutralización heteróloga de 
diferentes aislados del VSRRP 
 
La susceptibilidad a la neutralización por parte de un panel de sueros ha sido 
utilizada con frecuencia para la clasificación de diferentes cepas pertenecientes a 
diversos virus, como es el caso del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) 
(Seaman et al., 2009). Incluso existe un estudio de clasificación de aislados americanos 
del VSRRP en función de su susceptibilidad a la neutralización por parte de anticuerpos 
monoclonales (Yang et al., 2000). 
 
Por ello, un objetivo de esta Tesis Doctoral es la clasificación de los aislados del 
VSRRP según el patrón de susceptibilidad a la SN heteróloga frente a la batería de 
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B. Estudio de la variabilidad patogénica en el modelo respiratorio de 
diferentes aislados del VSRRP 
 
La evolución del VSRRP ha estado marcada por la aparición desde 1996 de cepas 
altamente patógenas con intervalos de tiempo de entre 4 y 6 años de duración. Este 
comportamiento de las cepas del VSRRP circulantes ha sido puesto de manifiesto en 
cepas americanas del virus procedentes tanto de EE.UU. como de China, 
desconociéndose si existen variaciones en la patogenicidad en el caso de las cepas 
europeas. 
 
Este objetivo pretende conocer las diferencias de patogenicidad de los distintos 
aislados europeos en el modelo respiratorio. A pesar de que se han descrito grandes 
diferencias en la patogenicidad en el modelo respiratorio para el genotipo americano, no 
se ha realizado en el caso de aislados de tipo I europeo un estudio similar que permita 
confirmar que la variabilidad patogénica descrita para las cepas americanas se 
reproduce de manera similar en el tipo I del VSRRP. 
 
La inclusión de un gran número de cepas procedentes de diversas regiones 
geográficas del continente europeo podrá determinar la existencia o no de estas 
diferencias, y en el caso de que existieran, la extensión de las mismas y su posible 
relación con el origen geográfico de los aislados. 
 
Para finalizar, se podrán clasificar las cepas europeas analizadas en diferentes 
grupos en función los parámetros clínicos y virológicos encontrados. Esta clasificación 
aportará mucha información sobre la biología de los aislados del VSRRP existentes  en 
Europa y servirá para su uso posterior en otros estudios que demanden aislados de tipo I 
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3.1. CULTIVOS CELULARES 
 
3.1.1. Cultivos primarios de MAP 
 
Para las distintas pruebas se utilizaron cultivos primarios de MAP obtenidos a 
partir de pulmones de lechones de tres semanas de edad procedentes de una explotación 
negativa al VSRRP. Estos cultivos de MAP fueron empleados tanto para la producción 
del VSRRP utilizado en la inoculación de los animales incluidos en el estudio de 
variabilidad patogénica, como para el aislamiento vírico en diversas muestras clínicas. 
 
Para su obtención, fue necesario realizar el sacrificio de los lechones mediante la 
administración intraperitoneal de una sobredosis a 80 mg/kg de pentobarbital sódico 
(Dolethal®, Vétoquinol, Francia) y posterior exanguinación del animal mediante la 
sección de la vena axilar. En condiciones de esterilidad, se realizaron tres lavados 
alveolares con una solución salina tamponada estéril (PBS) con un pH de 7,4 y 
suplementada con una mezcla antibiótica de 300 UI/ml de penicilina, 300 µg/ml de 
estreptomicina y 0,75 µg/ml de anfotericina B (Gibco-BRL). El PBS recuperado del 
lavado pulmonar fue centrifugado a 650 x g durante 15 minutos y el sedimento 
resuspendido en el medio de cultivo celular Dulbecco´s Modified Eagle Medium 
(DMEM) (Gibco, EE.UU.), tamponado con bicarbonato sódico (Merck, Alemania) a 
una concentración de 3,7 g/l y HEPES (Gibco, EE.UU.) 15mM, con un pH de 7,4 y 
suplementado con la mezcla antibiótica ya descrita. Posteriormente se volvió a 
centrifugar a 650 x g durante 10 minutos y el sedimento obtenido se resuspendió en 50 
ml de DMEM. Tras este paso, se procedió al recuento de los macrófagos utilizando una 
cámara de Neubauer y se ajustó la concentración de los mismos mediante la adición de 
medio de cultivo DMEM suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB). 
Finalmente, se introdujo el cultivo de MAP en una estufa a 37ºC y una atmósfera con un 
5% de CO2. La distribución de estas células se realizó en distintos soportes a las 
concentraciones aquí descritas: 
 
1. Frascos de cultivo celular de 75 cm2: 9 x 107 células. 
2. Frascos de cultivo celular de 25 cm2: 2,6 x 107 células. 
3. Placas de 96: 2,6 x 105 células/pocillo. 
 
3.1.2. Líneas celulares estables 
 
Como línea celular establecida se utilizó un clon derivado de la línea celular MA-
104 altamente permisivo a la replicación del VSRRP denominado MARC-145 (Kim et 
al., 1993). 
 
3.1.2.1. Descongelación de líneas celulares estables 
 
Las células se mantuvieron en congelación en nitrógeno líquido (-196ºC), en 
criotubos estériles de 2 ml, en SFB con un 10% de dimetilsulfóxido (DMSO) (Sigma-
Aldrich, Alemania), a una concentración de 4 x 106 células MARC-145/ml. El proceso 
de descongelación se llevó a cabo al baño maría a 37ºC. Posteriormente, se 
resuspendieron las células en 10 ml de medio DMEM (Gibco, EE.UU.) suplementado 
con 100 UI/ml de penicilina, 100 µg/ml. de estreptomicina, 0,25 µg/ml de anfotericina 
B (Gibco, EE.UU.) y un 10% de SFB (Gibco, EE.UU.), que fue depositado en un frasco 
de cultivo de 25 cm2 de superficie. Pasadas 5 horas de incubación a 37ºC en una 
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atmósfera con un 5% de CO2, se renovó el medio de cultivo para eliminar los restos de 
DMSO. 
 
3.1.2.2. Cultivo y Mantenimiento 
 
El medio de cultivo empleado fue DMEM (Gibco, EE.UU.), tamponado con 
bicarbonato sódico a una concentración de 2,2 g/l y HEPES 10mM, suplementado con 
100 UI/ml de penicilina, 100 µg/ml de estreptomicina, 0,25 µg/ml de anfotericina B 
(Gibco, EE.UU.) y un 10% de SFB (Gibco, EE.UU.). El cultivo se mantuvo en una 
estufa de 37ºC en una atmósfera con un 5% de CO2. 
 
Para el mantenimiento de la línea celular se realizaron pases seriados. Para ello se 
desprendió el tapiz confluente con tripsina-versene al 0,25% (Gibco, EE.UU). Una vez 
desprendido, se neutralizó la tripsina con DMEM suplementado con un 10% de SFB, 
resuspendiendo en este medio las células. Tras este paso, se procedió al recuento de las 
células utilizando una cámara de Neubauer y se ajustó la concentración de las mismas 
mediante la adición de DMEM tamponado y suplementado con la mezcla antibiótica 
previamente descrita, y un 10% de SFB (Gibco, EE.UU). Finalmente, se introdujo el 
cultivo de MARC-145 en una estufa a 37ºC en una atmósfera con un 5 % de CO2. La 
distribución de estas células se realizó en distintos soportes a las concentraciones aquí 
descritas: 
 
1. Frascos de cultivo celular de 75 cm2: 15 x 105 células. 
2. Frascos de cultivo celular de 25 cm2: 5 x 105 células 
3. Placas de 96: 104 células/pocillo. 
4. Placas de 24: 5 x 105 células/pocillo. 
 
 
3.2. VIRUS EMPLEADOS 
 
Para la consecución de los diferentes objetivos planteados se seleccionaron 60 
aislados del VSRRP, distribuidos de la siguiente forma: 
 
- Cuarenta y cinco aislados de campo de tipo I: 
- Veintisiete aislados españoles  
- Nueve aislados procedentes de Europa Occidental (Lelystad-like) 
- Un aislado danés  
- Un aislado centroeuropeo originario de La República Checa 
- Cuatro aislados obtenidos en Polonia 
- Cuatro aislados procedentes de Italia 
 
- Diez aislados de campo de tipo II: 
- Tres aislados daneses 
- Seis aislados norteamericanos 
- Una cepa americana de alta virulencia 
 





 Material y Métodos 
51 
 
3.2.1. Producción de los lotes de virus utilizados 
 
Los lotes de virus empleados para las infecciones experimentales en los estudios 
de patogenicidad con aislados europeos se produjeron en cultivos primarios de MAP. 
Los lotes de virus utilizados para las infecciones experimentales con aislados de tipo II 
y cepas vacunales, así como los utilizados en los ensayos de SN se produjeron en la 
línea celular estable MARC-145. 
 
Tras 5-18 horas de cultivo en el caso de los MAP y de 24 horas en el caso de las 
MARC-145 se retiró el medio y se añadió una cantidad de inóculo suficiente para 
obtener una multiplicidad de infección (MOI) de entre 0,01 y 0,1. Tras 1,5 horas de 
adsorción a 37ºC en una atmósfera con un 5% de CO2 se añadieron aproximadamente 
25 ml de DMEM suplementado con un 10% ó un 5% de SFB, según se tratara de 
cultivos de MAP o MARC-145, y la mezcla antibiótica anteriormente descrita. Cuando 
el 80 ó el 90% del tapiz celular presentó efecto citopático (ECP) se realizaron tres ciclos 
de congelación a -80ºC y descongelación a temperatura ambiente, con la finalidad de 
romper las células y liberar al medio la mayor cantidad de virus posible. Posteriormente, 
se centrifugaron a 1800 x g durante 15 minutos y a 4ºC de temperatura, para retirar los 
restos celulares. El sobrenadante fue recogido y congelado a -80ºC hasta su posterior 
utilización. 
 
3.2.2. Titulación de los lotes víricos 
 
La titulación de los inóculos víricos obtenidos se realizó por duplicado en placas 
de 96 pocillos tapizadas con monocapas subconfluentes de células MARC-145 o 
sembradas con 2 x 105 células por pocillo en el caso de los MAP. Para llevar a cabo el 
procedimiento se realizaron diluciones seriadas en base diez desde 10-1 hasta 10-8 de 
cada uno de los virus en medio de cultivo. Cada columna de la placa de 96 pocillos se 
inoculó con 100 µl/pocillo de cada dilución, añadiendo 100 µl/pocillo de medio de 
cultivo al resto de pocillos de la placa que sirvieron de testigo. Tras un período de 
adsorción de 1,5 h a 37ºC en una atmósfera con un 5% de CO2, se añadieron 100 
µl/pocillo de medio DMEM suplementado con antibióticos y un 5% de SFB, en el caso 
de los lotes producidos en MARC-145 y del 10% en el caso de los lotes producidos en 
MAP. Finalmente, las placas se mantuvieron en una estufa a 37ºC con un 5% de CO2 
hasta su lectura para determinar la aparición de ECP, realizada en los días 4, 5 y 6 p.i. El 
cálculo del título vírico se realizó mediante el método de Reed y Muench (1938), 
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3.3. ESTUDIO DE LA VARIABILIDAD ANTIGÉNICA DE 
AISLADOS DEL VSRRP 
 
3.3.1. Aislados del VSRRP utilizados en el estudio 
 
3.3.1.1. Aislados de genotipo I 
 
3.3.1.1.1. Aislados españoles 
 
Se seleccionaron 27 aislados españoles del VSRRP obtenidos desde los primeros 
años de la aparición de la enfermedad (año 1991) hasta el año 2006. Estos aislados los 
podemos clasificar en dos grupos dependiendo del momento de su obtención. Así se 
agruparon en aislados antiguos, obtenidos entre 1991 y 1995, y aislados modernos, 
obtenidos entre el año 2000 y el año 2006 (Tabla 1). De estos aislados se eligieron 17 
para la obtención de sueros hiperinmunes monoespecíficos. 
 
3.3.1.1.2. Aislados europeos 
 
Se seleccionaron 15 aislados europeos del VSRRP obtenidos de diferentes países 
del continente y en distintos momentos (Tabla 2). Estos aislados proceden de países de 
Europa Occidental, Europa del Este e Italia. Dentro de los aislados de Europa 
Occidental, nos encontramos 3 aislados procedentes de Alemania, dos de ellos cedidos 
por el Dr. Enric Mateu (Centre de Recerca en Sanitat Animal, UAB-IRTA, Barcelona), 
dos aislados holandeses y tres aislados procedentes de Bélgica, estos últimos cedidos 
por el Dr. Hans Nauwynck (Laboratorio de Virología, Facultad de Veterinaria de Gante, 
Bélgica), de Europa del Este se incluyeron tres aislados, un aislado procedente de la 
República Checa y dos aislados polacos obtenidos de muestras de suero. Por último, se 
incluyeron en el estudio 4 aislados italianos, tres de los cuales fueron cedidos por el Dr. 
Paolo Martelli (Departamento de Sanidad Animal, Universidad de Parma). De estos 
aislados se eligieron 12 para la obtención de sueros hiperinmunes monoespecíficos. 
 
3.3.1.2. Aislados de genotipo II 
 
Para establecer el grado de reactividad cruzada de los sueros hiperinmunes 
monoespecíficos frente a aislados pertenecientes al tipo II, 10 aislados de genotipo 
americano fueron incluidos en el estudio. De estos 10 aislados 3 de ellos fueron aislados 
en Dinamarca y cedidos por el Dr. Lars Larsen (Departamento de Diagnóstico e 
Investigación Veterinaria, Instituto Nacional Veterinario, Copenhague, Dinamarca). Los 
7 aislados restantes proceden de aislamientos llevados a cabo en EE.UU., siendo 
cedidos por el Dr. Fernando Osorio (Departamento de Veterinaria y Ciencias 
Biomédicas, Univerisidad de Nebraska-Lincoln, EE.UU.) y por el Dr. Michael Roof 
(Boehringer Ingelheim Vetmedica, Ames, Iowa, EE.UU.) (Tabla 2). De todos estos 
aislados se utilizó un aislado danés de genotipo americano para la obtención de un suero 
hiperinmune. 
 
3.3.1.3. Cepas vacunales del VSRRP  
 
Se seleccionaron tres cepas atenuadas del VSRRP incluidas en las vacunas 
comercializadas por Laboratorios SYVA S.A. (León, España), Laboratorios Hipra S.A. 
(Girona, España) y Laboratorios Intervet S.A. (Holanda). Todas ellas pertenecen al tipo 
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I del VSRRP, siendo las dos primeras cepas españolas atenuadas mediante pases 
seriados in vitro en las líneas celulares ST y un clon de la MA-104 respectivamente, y la 
tercera una cepa de origen holandés atenuada mediante pases seriados en MARC-145 




Tabla 1. Aislados españoles utilizados en la prueba de variabilidad antigénica 
 
Nombre Referencia de Cepa Origen / Genotipo Año Aislamiento Pase MAP Pase MARC-145 Suero Hiperinmune
Sp-2 5710 España / EU 1991 P5 P8 Sí
Sp-3 - España / EU 1992 P4 P8 Sí
Sp-4 - España / EU 1992 P7 P8 Sí
Sp-5 - España / EU 1992 P6 P17 Sí
Sp-6 - España / EU 1992 P6 P8 Sí
Sp-7 - España / EU 1992 P5 P7 No
Sp-12 - España / EU 1995 P8 P9 Sí
Sp-13 - España / EU 2000 P6 P7 Sí
Sp-15 - España / EU 2000 P4 P14 Sí
Sp-16 - España / EU 2000 P7 P8 Sí
Sp-20 - España / EU 2002 P5 P9 Sí
Sp-22 - España / EU 2002 P5 P10 Sí
Sp-24 - España / EU 2002 P5 P13 Sí
Sp-26 - España / EU 2003 P4 P10 Sí
Sp-27 - España / EU 2003 P5 P11 Sí
Sp-28 - España / EU 2003 P6 P14 Sí
Sp-29 - España / EU 2003 P5 P9 No
Sp-30 - España / EU 2004 P4 P8 Sí
Sp-31 - España / EU 2004 P7 P11 No
Sp-32 - España / EU 2005 P5 P9 Sí
Sp-33 - España / EU 2005 P4 P11 No
Sp-34 - España / EU 2005 P5 P6 No
Sp-35 - España / EU 2005 P5 P12 No
Sp-36 - España / EU 2005 P6 P10 No
Sp-37 - España / EU 2005 P4 P6 No
Sp-38 - España / EU 2006 P4 P8 No
Sp-39 - España / EU 2006 P7 P7 No









Tabla 2. Aislados europeos, americanos y cepas vacunales utilizados en la prueba 
de variabilidad antigénica 
 
Nombre Referencia de cepa Origen / Genotipo Año Aislamiento Pase MAP Pase MARC-145 Suero Hiperinmune
 EU-2 - Alemania / EU 1992 P7 P10 Sí
EU-3 2748a Alemania / EU 1992 P4 P11 No
EU-4 2749a Alemania / EU 2006 P3 P12 No
EU-5 NL 2,2 Holanda / EU 1995 P5 P9 Sí
EU-6 NL 3,1 Holanda / EU 1995 P4 P8 Sí
EU-7 96V198b Bélgica / EU 1996 P9 P7 Sí
EU-8 99V179b Bélgica / EU 1999 P11 P7 No
EU-9 02V048b Bélgica / EU 2002 P6 P14 Sí
EU-11 - Rep.Checa / EU 1996 Ds P6 Sí
EU-12 - Polonia / EU 2005 P4 P10 Sí
EU-14 - Polonia / EU 2005 P4 P4 No
EU-15 2156 Italia / EU 1995 P7 P10 Sí
EU-16 23159/02c Italia / EU 2002 P5 P11 Sí
EU-17 40Z40c Italia / EU  Ds1 P5 P11 Sí
EU-18 239572/14c Italia / EU Ds P4 P8 Sí
 AM-1 7512905d Dinamarca / AM 2003 - P14 No
AM-2 7610400d Dinamarca / AM 2004 - P9 Sí
AM-3 7713934d Dinamarca / AM 2005 - P14 No
AM-4 JA-142e EE.UU / AM 1996 - P13 No
AM-5 97-7895f EE.UU / AM 1996 - P7 No
  AM-6 * FL12f EE.UU / AM - - P8 No
AM-7 MN01e EE.UU / AM 2001 - P10 No
AM-8 NEBe EE.UU / AM Ds - P10 No
AM-9 13130.Af EE.UU / AM Ds - P7 No
AM-10 16244.Bf EE.UU / AM 1997 - P18 No
 Vac-1 Amervac ® España / EU - - - Sí
Vac-2 Pyrsvac ® España / EU - - - Sí
Vac-3 Porcilis ® Holanda / EU - - - Sí
*: Clon infecccioso de AM-5
a : Aislados cedidos por el Dr. Enric Mateu
b : Aislados cedidos por el Dr. Hans Nauwynck
c : Aislados cedidos por el Dr. Paolo Martelli
d :Aislados cedidos por el Dr. Lars Larsen
e:Aislados cedidos por el Dr. Michael Roof
f : Aislados cedidos por el Dr. Fernando Osorio
1 : Desconocido
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3.3.2. Adaptación de las cepas a la línea celular estable MARC-145 
 
Para la realización de técnicas de SN es necesario utilizar líneas celulares estables 
como la línea MARC-145, ya que la neutralización en cultivos primarios de MAP no es 
posible o presenta muchas dificultades (Yoon et al., 1995). Las cepas pertenecientes al 
genotipo americano son capaces per se, en la mayoría de los casos, de replicarse 
eficazmente en las células MARC-145, en cambio las cepas de genotipo europeo son, en 
su mayoría, incapaces de multiplicarse en esta línea celular. Por lo tanto, para la 
consecución del Objetivo A (véase Justificación y Objetivos), fue necesario la 
adaptación de los aislados de genotipo europeo a la línea celular estable MARC-145.  
 
Para realizar dicha adaptación se partió de una suspensión de virus de cada uno de 
los aislados en estudio en el sobrenadante de un cultivo primario de MAP y se 
añadieron de 3 a 5 ml de este inóculo vírico a frascos de cultivo de 25 cm2 con un tapiz 
semiconfluente de MARC-145. Tras 2 horas de adsorción se añadió medio de cultivo 
suplementado con un 5% de SFB y con la mezcla antibiótica descrita anteriormente 
hasta completar un volumen total de 10 ml. Los cultivos se observaron diariamente para 
estudiar la aparición de ECP. Si al cabo de 7 días no aparecía ECP típico del virus se 
recogía el medio de cultivo, se centrifugaba a 1200 x g y se inoculaba con el 
sobrenadante otro frasco de 25 cm2 con un tapiz celular semiconfluente. Cuando el ECP 
alcanzó el 80% del tapiz celular se procedió al procesamiento y titulación habitual 
descritos en los apartados 3.2.1. y 3.2.2. 
 
3.3.3. Producción de sueros hiperinmunes 
 
3.3.3.1. Animales empleados y mantenimiento de los mismos 
 
Para la consecución del objetivo se utilizaron 33 cerdos de 6 meses de edad 
seronegativos al VSRRP mediante una técnica de ELISA indirecto (IDEXX, EE.UU.). 
Los animales fueron alojados individualmente en condiciones de aislamiento durante 
todo el estudio en cuadras con cama de viruta y agua y pienso para cerdos en 
crecimiento ad libitum (Gireporc, Segovia). 
 
3.3.3.2. Inmunización experimental y toma de muestras 
 
Para la producción de sueros hiperinmunes los animales fueron inmunizados 
mediante la inoculación de 10 ml, 5 ml por la vía intranasal (IN) y 5 ml por la vía 
intramuscular (IM), de 5 x 105 DI50CT/ml de uno de los aislados seleccionados 
producidos en la línea celular MARC-145 en los días 0, 21 y 42 del experimento. En 
esos mismos días se tomaron muestras de sangre mediante la punción de la vena 
yugular. Cuatro semanas después de la última inmunización los animales fueron 
sacrificados mediante la administración intravenosa de una sobredosis de pentobarbital 
sódico (Dolethal®, Vétoquinol, Francia) con la ayuda de una palomilla de 0,6 x 19 mm 
(Valu-Set®, Becton Dickinson, Italia) y exanguinación mediante sección de la vena 
yugular. La sangre fue recogida en recipientes de vidrio estériles y se dejó a temperatura 
ambiente hasta la retracción del coágulo. Posteriormente se procedió a recoger el suero 
y centrifugarlo a 1200 x g durante 15 minutos a 4ºC. El sobrenadante obtenido se 
distribuyó en alícuotas, que se mantuvieron congeladas a -20ºC hasta su utilización 
posterior. 
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3.3.4. Determinación de anticuerpos 
 
3.3.4.1. Muestras de suero 
 
Las muestras de sangre se obtuvieron mediante venopunción de la vena cava 
anterior utilizando el sistema de extracción de sangre denominado Vacutainer® (Becton 
Dickinson Vacutainer Systems Europe, Francia) con tubos de 10 ml de cristal sin 
anticoagulante. Para la obtención de suero, la sangre recogida se dejó a temperatura 
ambiente hasta su coagulación. Posteriormente, las muestras fueron centrifugadas a 
1200 x g durante 30 minutos y a 4ºC de temperatura. En condiciones de esterilidad se 
recogió el suero y se distribuyó en seis alícuotas que se mantuvieron a -20ºC hasta su 
posterior utilización en la detección de anticuerpos. 
 
3.3.4.2. Detección de anticuerpos totales mediante la técnica de ELISA indirecto 
 
La detección de anticuerpos totales frente al VSRRP se llevó a cabo en las 
muestras de suero obtenidas en el día 0 y en el día 70 del experimento, utilizando un kit 
comercial de ELISA indirecto (IDEXX, EE.UU.). La lectura de las placas se llevó a 
cabo mediante un espectrofotómetro para placas de ELISA (ThermoLabsystems, 
Finlandia) utilizando un filtro de 620 nm y considerando positivos todos aquellos sueros 
con cociente entre la densidad óptica de la muestra y la del suero utilizado como 
Control Positivo (S/P) mayor de 0,4. 
 
3.3.4.3. Detección del título homólogo de anticuerpos neutralizantes mediante la 
técnica de seroneutralización 
 
La neutralización se llevó a cabo siguiendo la técnica desarrollada por Yoon et al. 
(1994). Las muestras de suero se inactivaron a 56ºC durante 30 minutos y se realizaron 
diluciones seriadas en base dos de las mismas desde 1/2 hasta 1/512 en placas de cultivo 
celular de 96 pocillos de fondo plano, utilizando DMEM suplementado con un 3% de 
SFB como diluyente. A cada pocillo se añadieron 100 DI50CT del aislado homólogo 
diluido en DMEM suplementado con un 20% de suero porcino fresco (SPF). Después 
de mezclar, las placas se incubaron 1 hora a 37ºC, en una atmósfera con un 5% de CO2 
y posteriormente se añadieron las células MARC–145 a la concentración de 2 x 104 
células/pocillo suspendidas en 100 μl de DMEM suplementado con un 3% de SFB. 
Todas las muestras se analizaron por duplicado. Las placas se observaron en los días 4, 
5 y 6 post-inoculación para determinar la presencia de ECP. El título de AN se expresó 
como la dilución más alta de suero que fue capaz de neutralizar la acción del virus en, al 
menos, uno de los dos pocillos utilizados, expresándose como logaritmo en base dos 
(log2). 
 
3.3.4.4. Concentración y ajuste de los títulos homólogos de anticuerpos neutralizantes 
obtenidos 
 
Todos los sueros se ajustaron a un título homólogo de AN de 1/128. Para ello, los 
sueros con un título superior se diluyeron en medio de cultivo en la proporción 
adecuada hasta obtener el título deseado. 
 
Los sueros obtenidos con títulos homólogos inferiores a 1/128 fueron 
concentrados mediante precipitación con sulfato amónico siguiendo la técnica descrita 
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por Onisk et al. (1994). En esencia, esta técnica consistió en preparar una solución de 
sulfato amónico saturado disolviendo 304 g de (NH4)2SO4 (Merck, Alemania) en 410 
ml de agua destilada, añadiéndola gota a gota sobre un volumen equivalente de suero. 
La mezcla se mantuvo en agitación a temperatura ambiente durante 30 minutos y 12 
horas a 4ºC para permitir la precipitación de las inmunoglobulinas. Tras la precipitación 
la solución se centrifugó a 1500 x g durante 20 minutos a 4ºC de temperatura y el 
sedimento obtenido se resuspendió en 1 ml de PBS. Para eliminar el sulfato amónico y 
solubilizar las inmunoglobulinas el sedimento se introdujo en una membrana de diálisis 
de un diámetro de poro de 12000 KDa (SERVA, España) y se dializó en un tampón 
fosfato preparado añadiendo 8 l de una solución 17,5 mM de KH2PO4 (Merck, 
Alemania) a 2 l de una solución 29,5 mM de  Na2HPO4 (2H2O) (Merck, Alemania), 
ajustando el pH a 6,3. Las inmunoglobulinas se dializaron durante 48 horas a 4ºC en 
agitación constante, cambiando el tampón fosfato cada 12 horas. 
 
Tanto los sueros diluidos en medio de cultivo como los sueros concentrados 
fueron titulados por triplicado en ensayos de SN homóloga para comprobar que todos 
poseyeran un título de AN de 1/128. 
 
3.3.4.5. Determinación del título de anticuerpos neutralizantes frente a cepas 
heterólogas 
 
Cada uno de los sueros se enfrentó en ensayos de SN cruzada a todas las cepas 
heterólogas disponibles, es decir, a un total de 51 aislados para cada suero hiperinmune. 
Los valores obtenidos por debajo del título de 1/2 fueron considerados como ausencia 
de neutralización. 
 
Cada suero hiperinmune fue descrito por dos variables, la amplitud, que indicaba 
el número de aislados que ese suero hiperinmune era capaz de neutralizar, y la potencia, 
definida como el título de anticuerpos con que ese suero era capaz de neutralizar a 
diversos aislados. Esta potencia se indicó como la media geométrica del título obtenido 
frente a todos los aislados heterólogos expresada como log2. 
 
3.3.4.5.1. Análisis estadístico del título de anticuerpos neutralizantes frente a cepas 
heterólogas 
 
Con el fin de establecer el grado de asociación entre el porcentaje de aislados 
neutralizados y el título de anticuerpos con que ese suero era capaz de neutralizar a 
diversos aislados se determinó el coeficiente de correlación de Spearman. 
 
Para comprobar la existencia de diferencias entre los valores obtenidos en los 
ensayos de SN heteróloga por aislados de diferente origen geográfico o temporal se 
utilizó la prueba no paramétrica H de Kruskal-Wallis. Cuando se observaron diferencias 
estadísticamente significativas se compararon los grupos dos a dos aplicando la prueba 
no paramétrica de comparaciones múltiples de Dunn. En este caso, un valor de P < 0,05 





 Material y Métodos 
58 
 
3.3.5. Cálculo de la similitud antigénica entre aislados y construcción del 
dendograma de variabilidad antigénica 
 
La relación antigénica existente entre los aislados del VSRRP frente a los cuales 
se produjo suero hiperinmune monoespecífico se determinó mediante el cálculo del 
coeficiente de similitud antigénica (R) entre cada par de aislados (Archetti y Horsfall, 








Sólo se consideraron que existían diferencias antigénicas significativas entre 
aquellos aislados cuyo valor R fuera igual o inferior a 25, lo que representaba 
diferencias entre el título homólogo y heterólogo de al menos 4 log2. 
 
Los coeficientes de similitud antigénica obtenidos se utilizaron como matriz de 
distancias para la construcción de un dendograma, mediante el método de enlace 
promedio entre grupos (“Average Linkage”) (Hubalek, 1982; Wensvoort et al., 1989; 
Becher et al., 2003), para representar gráficamente la relación antigénica entre los 
aislados incluidos en el estudio. 
 
3.3.6. Amplificación, secuenciación y análisis filogenético de la ORF5 
 
3.3.6.1. Extracción del ARN vírico y amplificación de la ORF5 
 
La extracción del ARN del virus se realizó en condiciones de esterilidad en el 
interior de una cabina de flujo laminar, utilizando un sistema comercial basado en la 
afinidad del ARN vírico por una membrana de gel de sílice, QIAamp®Viral RNA 
(QIAGEN, Alemania). 
 
La mezcla de reacción de la RT-PCR se realizó en el interior de una cabina de 
flujo laminar utilizándose el kit comercial Titan One Tube RT-PCR (Roche, Alemania). 




- Agua DEPC ultrapura estéril ................ 0,9 µl 
- DTT (0,2 mM) ...................................... 2,5 µl 
- Mezcla de dNTPs ..................................... 4 µl 
- Inhibidor de ARNasas (5U) ..................... 1 µl 
- Cebador directo (0,4 µM) ..................... 0,8 µl 









Agua DEPC ultrapura estéril……………12 µl 
MgCl2 (25 mM)…………………………..2 µl 
RT-PCR Buffer 5X……………………...10 µl 
Mezcla de enzimas………………………..1 µl 
 
Después se distribuyeron 10 µl de la Mezcla 1 y 25 µl de la Mezcla 2 en tubos de 
PCR de 0,2 ml por cada reacción. Posteriormente se añadió a cada tubo con la Mezcla 1 
15 µl de ARN vírico obtenido tras la extracción, utilizando como Control Negativo.15 
µl de agua DEPC. Finalmente, se mezclaron los 25 µl de las dos Mezclas y a 
continuación se introdujeron todos los tubos en el termociclador (Mastercycler 
gradient®, Eppendorf, Alemania) programado de la siguiente manera: 
 
Un ciclo de un segmento a temperatura de 50ºC durante 30 minutos. 
 
Un ciclo de un segmento a 94ºC de temperatura durante 2 minutos. 
 
10ciclos, cada uno de ellos de tres segmentos: 
Segmento 1: 94ºC durante 30 segundos 
Segmento 2: 61,5ºC* durante 30 segundos 
Segmento 3: 68ºC durante 45 segundos 
 
25 ciclos, cada uno de ellos con tres segmentos: 
Segmento 1: 95ºC durante 30 segundos 
Segmento 2: 61,5ºC durante 30 segundos 
Segmento 3: 68ºC durante 45 segundos (con 5 segundos adicionales por ciclo) 
 
Elongación final a 68ºC durante 7 minutos. 
 
*: La temperatura de fusión se ajustó según los cebadores utilizados en cada caso, 61,5ºC para los 
cebadores LV5 y ORF5, y 58ºC para los cebadores Olek y Wes. 
 
Los oligonucleótidos utilizados como cebadores para amplificar la ORF5 de los 
diferentes aislados se denominaron LV5 (Prieto et al., 2009), Olek (Oleksiewick et al., 
1998), Wes (Wesley et al., 1998) y ORF5 (Suárez et al., 1994), detallándose a 
continuación sus secuencias: 
 
LV5D: 5´ACATTCGGTTGCGGCATTTCCTGA 3´ 
LV5R: 5´ACGAGCTTTTGTGCGGCGATA 3´ 
OlekD: 5´CAATGAGGTGGGCIACAAC 3´ 
OlekR: 5´TATGTIATGCTAAAGGCTAGCAC 3´ 
WesD: 5´CCATTCTGTTGGCAATTTGA 3´ 
WesR: 5´GGCATATATCATCACTGGCG 3´ 
ORF5D: 5´ATGAGATGTTCTCACAAATTGGGG 3´ 
ORF5R: 5´CTAGGCCTCCCATTGCTCAGC 3´ 
 
 








Tabla 3. Cebadores utilizados para la amplificación de la ORF5 de cada aislado 
 
Aislado Origen / Genotipo Cebador Aislado Origen / Genotipo Cebador
Sp-2 España / I LV5   EU-2 Alemania / I LV5
Sp-3 España / I LV5 EU-3 Alemania / I LV5
Sp-4 España / I LV5 EU-4 Alemania / I LV5
Sp-5 España / I LV5 EU-5 Holanda / I LV5
Sp-6 España / I LV5 EU-6 Holanda / I LV5
Sp-7 España / I Ole EU-7 Bélgica / I LV5
Sp-12 España / I LV5 EU-8 Bélgica / I Ole
Sp-13 España / I LV5 EU-9 Bélgica / I Ole
Sp-15 España / I LV5 EU-11 Rep.Checa / I Ole
Sp-16 España / I LV5 EU-12 Polonia / I Ole
Sp-20 España / I LV5 EU-14 Polonia / I Ole
Sp-22 España / I LV5 EU-15 Italia / I ORF5
Sp-24 España / I LV5 EU-16 Italia / I ORF5
Sp-26 España / I Ole EU-17 Italia / I Ole
Sp-27 España / I LV5 EU-18 Italia / I Ole
Sp-28 España / I LV5 AM-1 Dinamarca / II Wes
Sp-29 España / I LV5 AM-2 Dinamarca / II Wes
Sp-30 España / I LV5 AM-3 Dinamarca / II Wes
Sp-31 España / I LV5 AM-4 EE.UU / II Wes
Sp-32 España / I LV5 AM-5 EE.UU / II Wes
Sp-33 España / I LV5 AM-6 EE.UU / II Wes
Sp-34 España / I Ole AM-7 EE.UU / II Wes
Sp-36 España / I Ole AM-8 EE.UU / II Wes
Sp-38 España / I LV5 AM-9 EE.UU / II Wes




3.3.6.2. Visualización y purificación de los productos de RT-PCR 
 
La visualización de los productos resultantes de la RT-PCR se realizó mediante 
electroforesis en geles de agarosa (Cambrex, EEUU) al 1% en TBE (Tris base 89,2 mM 
(Merck, Alemania), ácido bórico 89 mM (Merck, Alemania), 4 ml/l EDTA (Merck, 
Alemania)), teñidos con bromuro de etidio a la concentración de 0,1 µg/ml.  
 
La electroforesis se desarrolló en TBE, a una intensidad de corriente eléctrica de 
50 voltios y las bandas fueron visualizadas bajo luz ultravioleta en un transiluminador. 
 
La purificación de los productos de PCR se llevó a cabo mediante el sistema 
comercial MinElute®Gel Extraction Kit (QIAGEN, Alemania), basado en la afinidad 
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3.3.6.3. Secuenciación y análisis filogenético de la ORF5 
 
Las secuencias de ambas cadenas de los productos de PCR de la ORF5 fueron 
determinadas con el mismo par de cebadores usados en la RT-PCR, mediante un 
secuenciador automático ABI Prism 310 (Applied Biosystems, Foster City, Ca, 
EE.UU.). Al menos dos productos de PCR diferentes fueron secuenciados para verificar 
que no se produjeron errores en la amplificación y que las secuencias obtenidas fueron 
correctas. 
 
El alineamiento de las secuencias fue realizado mediante el software Clustal W 
(Higgins et al., 1994), y se corrigieron manualmente, obteniéndose el porcentaje de 
homología nucleotídica y aminoacídica para cada par de aislados.  
 
El cálculo de las matrices de distancias de las secuencias de nucleótidos fue 
realizado mediante el método de Jukes y Cantor (Nei y Kumar, 2000), así como el 
método de Kimura-2 parámetros (Kimura, 1980). El árbol filogenético fue construido 
mediante el método del vecino más próximo (Neighbour-Joining). Para asegurar la 




3.4. ESTUDIO DE LA VARIABILIDAD PATOGÉNICA DE 
AISLADOS DEL VSRRP 
 
3.4.1. Aislados del VSRRP utilizados en el estudio 
 
3.4.1.1. Aislados de genotipo I 
 
Todos los aislados de genotipo europeo se produjeron en cultivos primarios de 
MAP en frascos de 75 cm2 y fueron titulados en placas de 96 pocillos tal y como se 
describe en los apartados 3.2.1. y 3.2.2. 
 
3.4.1.1.1 Aislados españoles 
 
Se seleccionaron 12 aislados españoles del VSRRP obtenidos en distintos 
momentos desde la aparición de la enfermedad en España. Estos aislados los podemos 
clasificar en dos grupos dependiendo del momento de su obtención. Así se agruparon en 
aislados antiguos, obtenidos entre 1991 y 1995, y aislados modernos, obtenidos entre el 
año 2000 y el año 2003. 
 
3.4.1.1.2. Aislados europeos 
 
Se seleccionaron 12 aislados europeos del VSRRP obtenidos de diferentes países 
del continente (Tabla 4). Estos aislados proceden de países de Europa Occidental, 
Europa del Este e Italia. Dentro de los aislados de Europa Occidental, nos encontramos 
un aislado francés, un aislado procedente de Alemania, un aislado holandés y un aislado 
procedente de Bélgica, este último cedido por el Dr. Hans Nauwynck. De Europa del 
Este se incluyeron tres aislados procedentes de Polonia, que fueron obtenidos mediante 
aislamiento vírico de muestras de suero. Por último, se incluyeron en el estudio cuatro 
aislados italianos, tres de los cuales fueron cedidos por el Dr. Paolo Martelli. 
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3.4.1.2. Aislados de genotipo II 
 
Con el fin de conocer el comportamiento de los animales inoculados con aislados 
altamente virulentos en las condiciones experimentales de este estudio, se incluyó en el 
mismo la cepa americana altamente virulenta AM-4, cuya patogenicidad ha sido 
determinada con anterioridad en otros estudios experimentales (Mengeling et al., 1998; 
Jhonson et al., 2004). 
 
Además, para establecer las posibles diferencias de patogenicidad entre el tipo I y 
II del VSRRP se seleccionaron otros 3 aislados de genotipo americano del VSRRP, 
procedentes de Dinamarca y EE.UU., y cedidos por el Dr. Larsen y el Dr. Osorio 
respectivamente. 
 
Todos los aislados pertenecientes al genotipo americano se produjeron en cultivos 
de la línea celular MARC-145 en frascos de 75 cm2 y fueron titulados en placas de 96 
pocillos tal y como se describe en los apartados 3.2.1. y 3.2.2. 
 
3.4.1.3. Cepas vacunales del VSRRP 
 
Se seleccionaron 4 cepas vacunales, dos de tipo I y dos de tipo II, para el estudio 
del efecto de la inoculación de cepas atenuadas en los animales mantenidos en nuestras 
condiciones experimentales. 
 
Las cepas vacunales pertenecientes al genotipo europeo fueron las incluidas en las 
vacunas Amervac-PRRS® y Porcilis PRRS® comercializadas por Laboratorios Hipra 
S.A. (Girona, España) y Laboratorios Intervet S.A. (Holanda) respectivamente. Entre las 
cepas vacunales de genotipo americano se incluyó la cepa utilizada en la vacuna 
Ingelvac®PRRS MLV comercializada por Laboratorios Boehringer Ingelheim Animal 
Health S.A. (EE.UU.) y la cepa incluida en la vacuna Prime Pac PRRS®, que se 
comercializó hasta el año 2000 por Laboratorios Schering-Plough (EE.UU.). 
 
Todas las cepas vacunales se produjeron en cultivos de la línea celular MARC-
145 en frascos de 75 cm2 y fueron titulados en placas de 96 pocillos tal y como se 
describe en los apartados 3.2.1. y 3.2.2. 




Tabla 4. Aislados del VSRRP utilizados en la prueba de variabilidad patogénica 
Grupo Nombre Referencia de cepa Origen / Genotipo Año Aislamiento Pase Tipo celular
1 Sp-2 5710 España / EU 1991 P5 MAP
2 Sp-3 - España / EU 1992 P4 MAP
3 Sp-5 - España / EU 1992 P6 MAP
4 Sp-6 - España / EU 1992 P6 MAP
5 Sp-12 - España / EU 1995 P8 MAP
6 Sp-13 - España / EU 2000 P6 MAP
7 Sp-16 - España / EU 2000 P7 MAP
8 Sp-20 - España / EU 2002 P5 MAP
9 Sp-22 - España / EU 2002 P5 MAP
10 Sp-24 - España / EU 2002 P5 MAP
11 Sp-27 - España / EU 2003 P5 MAP
12 Sp-28 - España / EU 2003 P6 MAP
13  EU-1 4A+ Francia / EU 1997 P5 MAP
14  EU-2 - Alemania / EU 1992 P7 MAP
15 EU-5 NL.2.2 Holanda / EU 1995 P5 MAP
16 EU-9 02V048 Bélgica / EU 2002 P6 MAP
17 EU-10 - Polonia / EU 2004 P4 MAP
18 EU-12 - Polonia / EU 2005 P4 MAP
19 EU-13 - Polonia / EU 2005 P6 MAP
20 EU-15 2156 Italia / EU 1995 P7 MAP
21 EU-16 23159/02 Italia / EU 2002 P5 MAP
22 EU-17 40Z40 Italia / EU Ds1 P5 MAP
23 EU-18 239572/14 Italia / EU Ds P4 MAP
24 EU-19 7512364 Dinamarca / EU 2003 P6 MAP
25 AM-2 7610400 Dinamarca / AM 2004 P9 MARC-145
26  AM-4a JA-142 EE.UU. / AM 1996 P14 MARC-145
27 AM-5 977895 EE.UU. / AM 1996 P13 MARC-145
28 AM-10 16244.B EE.UU. / AM 1997 P7 MARC-145
29 Vac-1 Amervac ® España / EU - - MARC-145
30 Vac-3 Porcilis ® Holanda / EU - - MARC-145
31 Vac-4 Ingelvac® EE.UU. / AM - - MARC-145
32 Vac-5 Prime Pac® EE.UU. / AM - - MARC-145
33 Control -b - - - - -
a = Cepa de alta virulencia
b = Sobrenadante de cultivo de MAP sin infectar
1 = Desconocido






3.4.2. Diseño experimental 
 
3.4.2.1. Animales utilizados y mantenimiento de los mismos 
 
Para determinar la variabilidad patogénica de distintos aislados del VSRRP se 
utilizaron 495 lechones de tres semanas de edad y seronegativos al PRRSV mediante la 
técnica de ELISA indirecto (IDEXX, EE.UU.). Los animales se distribuyeron 
aleatoriamente en 33 grupos de 15 animales cada uno. Estos grupos se mantuvieron en 
condiciones de aislamiento en cuadras con cama de viruta y libre disponibilidad de agua 
y pienso de primeras edades (SETNA, España) durante todo el período experimental. 
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3.4.2.2. Inoculación experimental 
 
Los animales fueron divididos en 33 grupos según el tratamiento asignado a cada 
grupo (Tabla 4). 
 
Los animales incluidos en los Grupos 1-32 fueron inoculados intranasalmente con 
5 x 105 DI50CT de los aislados del VSRRP asignados a los mismos (Tabla 4) mediante 
una sonda uretral de gato (TycoHealthCare, EE.UU.) acoplada a una jeringa de 5 ml. 
Los animales del Grupo 33, que actuó como testigo negativo, fueron inoculados con un 
sobrenadante de cultivo primario de MAP sin infectar. 
 
3.4.2.3. Toma de muestras y evaluación de la sintomatología 
 
Desde tres días antes de la inoculación hasta el final del período experimental se 
midió diariamente la temperatura rectal de los animales y se realizó una valoración 
clínica de los mismos, asignando un valor a cada individuo según el baremo que aparece 
reflejado en la Tabla 5. 
 
En los días 0, 3, 6, 9, 12, 15 y 18 p.i. se tomaron muestras de sangre mediante 
punción de la vena cava anterior, utilizando el sistema de extracción de sangre 
Vacutainer® (Becton Dickinson Vacutainer Systems Europe, Francia) con tubos de 
vidrio de 10 ml sin anticoagulante. También, esos mismos días se tomaron muestras de 
hisopos nasales y rectales de todos los animales incluidos en el estudio. 
 
En los días 7, 14 y 21 p.i. se sacrificaron cinco animales de cada Grupo y se 
realizó una necropsia completa de los mismos. De cada animal se tomaron hisopos 
nasales y rectales, así como muestras de orina mediante cistocentesis para determinar la 
eliminación del virus por distintas vías. También se tomaron muestras de sangre y de 
distintos órganos, incluyendo pulmón, tonsila, timo, íleon y linfonódulos 
submandibulares, inguinales superficiales, mediastínicos y mesentéricos para 
determinar la distribución orgánica del virus. 
 
3.4.2.4 Valoración del grado de lesión pulmonar 
 
Durante la necropsia de los animales se valoraron las lesiones macroscópicas 
pulmonares de acuerdo al método utilizado por Halbur et al. (1995), asignando a cada 
animal un valor correspondiente al sumatorio del porcentaje de lesión pulmonar 
observado en los diferentes lóbulos pulmonares.  
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Tos/ Secreción nasal 2
Respiración Superficial 3
Respiración Abdominal 4
Menor de 45/min 0
Entre 45 y 59/min 1
Mayor o Igual a 60/min 2
   SINTO MATO LO GÍA  CLÍNICA
        Sistémica








3.4.2.5 Determinación de la presencia del VSRRP en las muestras obtenidas 
 
3.4.2.5.1 Procesamiento de las muestras 
 
Las muestras de sangre obtenidas se dejaron a temperatura ambiente hasta su 
coagulación. Posteriormente, fueron centrifugadas en refrigeración (4ºC) a 1200 x g 
durante 15 minutos. En condiciones de esterilidad se recogió el suero y se distribuyó en 
seis alícuotas, que se mantuvieron congeladas a -80ºC hasta su posterior utilización para 
aislamiento vírico y detección de anticuerpos. 
 
Todos los hisopos se introdujeron en tubos con 2 ml de medio de cultivo celular 
suplementado con antibióticos y se transportaron al laboratorio en condiciones de 
refrigeración. En condiciones de esterilidad, se recogió el medio de cultivo en contacto 
con los hisopos con la ayuda de una aguja 20G x 11/2”, se filtró mediante filtros de 
jeringa de 0,22 µm de tamaño de poro (Millipore, EE.UU) y se guardó en tubos estériles 
de 2 ml a -80ºC hasta su posterior utilización. 
 
La orina fue filtrada por filtros de jeringa de 0,22 µm de tamaño de poro 
(Millipore, EE.UU) y se guardó en tubos estériles de 2 ml a -80ºC hasta su posterior 
utilización. 
 
Las distintas muestras de órganos fueron introducidas en bolsas de plástico 
individuales identificadas y congeladas a -80ºC hasta su procesamiento. Para ello, las 
muestras fueron descongeladas a temperatura ambiente y maceradas con DMEM 
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suplementado con antibióticos en la proporción de 1:9 (peso:volumen). Los macerados 
fueron centrifugados a 1200 x g durante 30 minutos a 4ºC. El sobrenadante se recogió 
asépticamente, se filtró a través de filtros de jeringa de 0,22 µm de tamaño de poro y se 
guardó en tubos estériles, que fueron mantenidos en congelación a -80ºC hasta su 
posterior utilización. 
 
3.4.2.5.2. Detección del VSRRP mediante aislamiento vírico en las muestras 
obtenidas 
 
Para realizar el aislamiento vírico a partir de las muestras obtenidas se emplearon 
cultivos primarios de MAP preparados según se ha descrito anteriormente en el apartado 
3.1.1. Para el aislamiento se utilizaron placas de cultivo celular de 96 pocillos (Nunc, 
Dinamarca). Una vez sembrados los MAP y tras dieciocho horas de incubación a 37ºC 
en una atmósfera con un 5% de CO2, se retiró el medio de los pocillos y se inocularon 
cuatro pocillos por muestra, utilizando como inóculo 100 µl de la muestra por pocillo. 
Al cabo de una hora de adsorción a 37ºC, se añadieron 100 µl de DMEM suplementado 
con un 10% de SFB. 
 
Para determinar la sensibilidad de los lotes de MAP se inocularon cultivos con 
103, 102, 101 y 1 DI50CT/pocillo de la cepa del VSRRP Sp-2 (5710), utilizada en 
numerosos estudios experimentales (Prieto et al., 1996a, 1996b, 1997a, 1997b, 2003, 
2004, 2008; Scortti et al., 2006a, 2007), crecida en MAP. Solamente se utilizaron 
aquellos cultivos de MAP cuya sensibilidad a la infección por el VSRRP fue al menos 
del 50% de los pocillos inoculados con 1 DI50CT. 
 
La lectura de las placas se realizó mediante la detección de ECP compatible con el 
VSRRP en los días 4, 5 y 6 post-inoculación. 
 
Para comprobar la presencia de los aislados americanos así como de las cepas 
vacunales en las muestras clínicas se inocularon cultivos de MARC-145. Para ello, se 
utilizaron placas de 24 pocillos en las que se sembraron 50,000 células/pocillo en un 
volumen final de 1 ml/pocillo. El medio de cultivo empleado fue DMEM (Gibco, 
EE.UU.) tamponado y suplementado con la mezcla antibiótica ya descrita previamente, 
y con y con 10% de SFB (Gibco, EE.UU.). Veinticuatro horas después de la siembra se 
retiró el medio de las placas y se inocularon por duplicado con 200 µl/pocillo de 
muestra. Posteriormente, las placas se mantuvieron durante 1,5 horas en una estufa a 
37ºC en una atmósfera con un 5% de CO2. Pasado el tiempo de adsorción se añadió 1 
ml por pocillo de medio DMEM suplementado con la misma mezcla antibiótica 
anteriormente descrita y con un 5% de SFB. 
 
Como testigos negativos se utilizaron dos pocillos por cada placa, inoculados con 
medio de cultivo DMEM suplementado con antibióticos y un 5 % de SFB. 
 
La lectura de las placas se realizó mediante la detección de ECP compatible con el 
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3.4.2.5.3. Detección del PRRSV mediante la técnica de RT-PCR 
 
La confirmación de las muestras positivas del aislamiento vírico en cultivo celular 
fue realizada mediante la técnica de RT-PCR, mediante la amplificación de la ORF7 en 
el caso de los aislados de tipo I, y de la ORF5 de los aislados de tipo II. 
 
La extracción del ARN vírico se llevó a cabo según el procedimiento descrito en 
el apartado 3.3.6.1. 
 
En el caso de los aislados pertenecientes al tipo I, la RT-PCR se realizó 
utilizándose el kit One Step® (Qiagen, Alemania). Para cada reacción se añadió: 
 
Agua DEPC ultrapura estéril ................... 8,5 µl 
Buffer 5x ................................................... 10 µl 
Buffer Q .................................................... 10 µl 
Mezcla dNTPs ............................................. 2 µl 
Enzima (transcriptasa+polimerasa) ............. 2 µl 
RNasina (20 U/ µl) ................................... 0,5 µl 
Cebador directo (0,5 µM) ........................... 1 µl 
Cebador reverso (0,5 µM) ........................... 1 µl 
 
En tubos de 0,2 ml de tapa redonda se añadió 35 µl de la mezcla de reacción 
anteriormente preparada y 15 µl de muestra. Como Control Negativo, se adicionaron 15 
µl de agua DEPC a los 35 µl de la mezcla de reacción. 
 
A continuación se introdujeron todos los tubos en el termociclador (Mastercycler 
gradient®, Eppendorf, Alemania) programado de la siguiente manera: 
 
Un ciclo de un segmento a temperatura de 42ºC durante 12 minutos 
 
Un ciclo de un segmento a 95ºC de temperatura durante 12 minutos 
 
Cuarenta ciclos, cada uno de ellos de tres segmentos: 
Segmento 1: 94ºC durante 1 minuto. 
Segmento 2: 54,5ºC durante 1 minuto. 
Segmento 3: 72ºC durante 1 minuto (añadiendo 1 segundo a cada ciclo) 
 
Elongación final a 72ºC durante 10 minutos 
 
Las secuencias de los oligonucleótidos utilizados para amplificar la ORF7 fueron 
las siguientes: 
 
LV7D: 5´GAGAAAGCCCGGACTAACATCA 3´ 
LV7R: 5´CCATCGCGGCCATTCACC 3´ 
 
En el caso de los aislados pertenecientes al tipo II, la RT-PCR de la ORF5 se 
realizó según el procedimiento descrito en el apartado 3.3.6.1. 
 
La visualización de los productos de la RT-PCR se llevó a cabo según el 
protocolo detallado en el apartado 3.3.6.2. 
 Material y Métodos 
68 
 
3.4.2.5.4. Titulación de las muestras positivas 
 
Las muestras positivas detectadas después de la inoculación fueron tituladas para 
determinar la cantidad de virus presente en cada una de ellas. Para ello se inocularon 
placas de 96 pocillos, sembradas con una cantidad de 2,6 x 107 células/placa, siguiendo 
el procedimiento descrito en el apartado 3.2.2. El título vírico correspondiente fue 
expresado como DI50CT/ml de suero o DI50CT/g de órgano. 
 
3.4.2.6. Detección de anticuerpos totales frente al VSRRP mediante la técnica ELISA 
indirecto 
 
Para la detección de anticuerpos totales frente al VSRRP en las muestras de suero 
tomadas los días 0, 6, 9, 12, 15 y 21 p.i. se utilizó un kit comercial de ELISA indirecto 
(IDEXX, EE.UU.), siguiendo el protocolo descrito anteriormente en el apartado 3.3.4.2. 
 
3.4.2.7. Análisis estadístico 
 
El análisis estadístico de los resultados del objetivo B se llevó a cabo utilizando 
los programas informáticos SPSS 17.0 y SPAD 7.0, ambos para Windows. 
 
Para la comparación de las temperaturas rectales de cada Grupo antes y después 
de la inoculación se realizó un análisis de la varianza (ANOVA) de medidas repetidas. 
Cuando se observaron diferencias estadísticamente significativas se aplicó el método de 
comparaciones múltiples de Bonferroni, en el que un valor de P < 0,05 fue considerado 
estadísticamente significativo. 
 
Debido a los sacrificios secuenciales planteados en diseño experimental, y con el 
fin de facilitar la comprensión de los datos obtenidos a lo largo del estudio, el análisis 
estadístico, tanto de los signos clínicos como de los parámetros virológicos, se dividió 
en tres períodos, correspondientes a la primera, segunda y tercera semana p.i.  
 
Para el análisis de la intensidad de los signos clínicos y de las viremias obtenidas 
en los animales pertenecientes a los diferentes grupos se calculó el valor del Área Bajo 
la Curva (ABC) de cada animal (Hennen et al., 2002; Jhonson et al., 2004). Los valores 
de ABC obtenidos en los diferentes grupos se sometieron a un ANOVA de un factor, 
asociado al método de comparaciones múltiples de Bonferroni, para establecer las 
diferencias existentes entre los distintos grupos, considerándose un valor de P < 0,05 
como estadísticamente significativo. 
 
Para la comparación de las lesiones pulmonares observadas en los diferentes 
grupos se empleó la prueba no paramétrica H de Kruskal-Wallis. Cuando se observaron 
diferencias estadísticamente significativas se compararon los grupos dos a dos 
aplicando la prueba de Dunn de comparaciones múltiples. En este caso, un valor de P < 
0,05 fue considerado estadísticamente significativo. 
 
Para la comparación del título vírico en las muestras biológicas y del valor S/P de 
los diferentes grupos se realizó un test de ANOVA de un factor. Cuando se observaron 
diferencias estadísticamente significativas se compararon los grupos dos a dos 
aplicando el método de comparaciones múltiples de Bonferroni. En este caso, un valor 
de P < 0,05 fue considerado estadísticamente significativo. 
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La valoración de las diferencias entre porcentajes de órganos positivos, de 
frecuencia de eliminación del virus por distintas vías y de animales seropositivos por 
ELISA obtenidos en los diferentes grupos se realizó mediante la prueba estadística de 
Chi-cuadrado (χ2). 
 
Con el fin de agrupar a los aislados del VSRRP que reunieran las mismas 
características patogénicas, se realizó un análisis estadístico de conglomerados 
(“Cluster”), que es una técnica estadística multivariante cuya finalidad es dividir un 
conjunto de objetos en grupos de forma que los perfiles de los objetos en un mismo 
grupo sean muy similares entre sí y los de los objetos de grupos diferentes sean 
distintos. Esta técnica permite agrupar individuos que presentan valores similares en 
ciertos parámetros, lo que permite agrupar a esos individuos y por lo tanto estimar con 
gran fiabilidad si esos individuos pertenecen en su gran parte a grupos experimentales 
concretos, agrupando indirectamente a dichos grupos. 
 
Para dicho análisis se eligieron cuatro grupos de parámetros por los que agrupar a 
los diversos individuos. En primer lugar se consideró la sintomatología asociada a la 
infección, teniendo en cuenta en este caso las variables de sumatorio de síntomas 
respiratorios y sistémicos y el porcentaje de días en que los animales presentaron fiebre. 
En segundo lugar se consideraron los parámetros virológicos incluyendo las variables 
ABC de la viremia, eliminación del virus en hisopos y orina y distribución orgánica del 
virus. En tercer lugar se consideró el grado de lesión pulmonar con la única variable de 
porcentaje de superficie pulmonar afectada y por último los parámetros serológicos, 
















































































4.1. ESTUDIO DE LA VARIABILIDAD ANTIGÉNICA DE 
AISLADOS DEL VSRRP 
 
4.1.1. Título homólogo de anticuerpos neutralizantes 
 
En la Tabla 6 se muestran los títulos de AN logrados para cada suero hiperinmune 
frente a la cepa utilizada en la inmunización de los animales (título homólogo), así 
como el cociente S/P obtenido mediante la técnica de ELISA en el día 70 p.i. En esta 
Tabla se puede observar que los títulos homólogos de AN oscilaron entre 1/16 y 1/512, 
ó, lo que es lo mismo, 4 y 8 cuando dichos títulos se expresan en forma de log2 del 
inverso de la dilución. Además, la comparación entre los títulos de AN y el cociente S/P 
indica que no existe ninguna relación entre el título de AN y el cociente S/P 
determinado mediante la técnica de ELISA. 
 
La distribución de los sueros en función de su título de AN frente a la cepa 
homóloga se representa en la Figura 1. Como se puede observar en esta Figura, los 
títulos de AN muestran una distribución normal, siendo el valor inferior 1/16, 
correspondiente a un 6,25% de los sueros, y el valor superior 1/512, correspondiente a 
un 3,12% de los sueros, y situándose la mediana en un valor de 1/64, título que 
presentaron el 31,25% de los sueros. 
 
 
Figura 1: Distribución del porcentaje de sueros hiperinmunes monoespecíficos en 





































Tabla 6. Título homólogo de anticuerpos neutralizantes obtenido tras las 
inmunizaciones y anticuerpos totales medidos por ELISA a Día 0 p.i. y a Día 70 p.i. 
 
Cociente S/P D0 Cociente S/P D70
Sp-2   6* 1/64 -0,5 1,4
Sp-3 7 1/128 -0,3 1,6
Sp-4 6 1/64 -0,2 1,0
Sp-5 5 1/32 0 0,9
Sp-6 5 1/32 -0,1 1,8
Sp-12 7 1/128 0 1,2
Sp-13 5 1/32 0 1,2
Sp-15 4 1/16 0 0,9
Sp-16 6 1/64 -0,2 0,9
Sp-20 4 1/16 0 1,6
Sp-22 7 1/128 -0,3 1,7
Sp-24 5 1/32 0 0,8
Sp-26 5 1/32 0 1,3
Sp-27 7 1/128 -0,2 2,3
Sp-28 6 1/64 0 1,2
Sp-30 6 1/64 0 1,4
Sp-32 6 1/64 0 1,5
EU-2 8 1/128 -0,2 0,9
EU-5 6 1/64 -0,3 1,8
EU-6 9 1/512 0 2,1
EU-7 6 1/64 0 2,1
EU-9 5 1/32 0 1,8
EU-11 8 1/256 0 1,4
EU-12 7 1/128 0 1,6
EU-15 6 1/64 -0,5 2
EU-16 7 1/128 -0,7 1,5
EU-17 7 1/128 0 1,7
EU-18 5 1/32 -0,3 1,3
AM-2 5 1/32 -0,5 2
Vac-1 8 1/256 -0,4 1,3
Vac-2 7 1/128 0 1
Vac-3 6 1/64 0 1,9
*= Título de Anticuerpos Neutralizantes expresado como log2
Anticuerpos medidos por ELISA1
1= Positivo ≥ 0,4; Negativo < 0,4
Sueros













4.1.2. Resultados generales de seroneutralización heteróloga de los sueros 
hiperinmunes monoespecíficos 
 
Los resultados de SN cruzada de todos los sueros monoespecíficos desarrollados 
frente a todos los aislados de origen español incluidos en el estudio se muestran en la 
Tabla 7. En esta Tabla los aislados disponibles se han distribuido en función de su año 
de aislamiento en dos grupos. El primero incluye aislados de los primeros años tras la 
descripción de la enfermedad (1991-1995) y el segundo aislados más recientes (años 
2000-2006). Los resultados de SN cruzada frente a aislados de genotipo I y de genotipo 
II se muestran en la Tabla 8. Los aislados de origen europeo aparecen distribuidos en 
función de su origen geográfico agrupados en aislados de Europa Occidental, aislados 
de Europa del Este y aislados italianos; los aislados de genotipo americano (tipo II) se 
han dividido en aislados daneses y aislados procedentes de EE.UU. En ambas Tablas, 
los títulos de AN aparecen expresados en forma de log2 del inverso de la última dilución 
con capacidad neutralizante. Aquellos casos en los que no se ha observado actividad 
neutralizante en la menor dilución del suero realizada (1/2) aparecen descritos como 
“<1”. Antes de realizar los estudios de SN cruzada se han ajustado los títulos de AN 
homólogos a 1/128, en unos casos diluyendo el suero y en otros concentrando las 
inmunoglobulinas mediante su precipitación con sulfato amónico y su posterior 
solubilización a la concentración adecuada (véase el Apartado 3.3.4.4. de Material y 
Métodos). Por tanto, todos los sueros muestran un título de AN frente a la cepa 
homóloga de 7 log2. 
  
 
Tabla 7. Resultados de la prueba de seroneutralización cruzada frente a los distintos aislados españoles 
Sp-2    7* 2 3 3 2 3 3 5 2 5 5 1 6 4 3 4 3 4 1 5 6 1 2 2 5 2 4
Sp-3 7 7 9 6 7 4 9 9 4 7 9 7 8 7 6 3 4 7 4 8 8 7 4 3 7 5 7
Sp-4 1 1 6 1 <1 <1 2 1 <1 3 3 <1 1 <1 1 <1 3 <1 2 1 1 1 2 1 1 <1 7
Sp-5 7 2 5 6 2 2 4 5 2 3 7 3 6 3 3 3 4 3 2 6 6 4 3 3 4 2 5
Sp-6 7 5 5 3 7 3 5 5 3 4 7 4 7 5 3 3 3 3 2 6 9 3 4 2 5 2 8
Sp-12 3 2 4 2 2 2 7 3 1 5 2 2 4 2 2 2 2 3 4 4 3 4 1 2 5 1 4
Sp-13 6 3 5 7 2 1 3 7 2 4 9 5 8 6 3 2 2 3 2 8 6 1 2 2 3 2 4
Sp-15 6 5 6 4 5 4 5 6 7 5 6 4 7 6 5 2 4 4 3 7 6 3 4 4 2 4 4
Sp-16 3 3 4 1 2 2 3 3 1 7 4 3 3 2 2 2 3 2 3 3 4 2 4 3 5 2 1
Sp-20 3 2 8 2 2 2 3 3 2 8 7 <1 3 3 3 2 4 2 3 4 3 2 4 3 3 <1 2
Sp-22 5 3 8 3 3 2 3 3 3 4 3 7 4 3 2 1 3 2 4 4 3 4 1 1 6 1 4
Sp-24 5 4 4 5 4 4 5 6 4 5 5 3 7 4 4 2 4 4 2 5 6 1 2 3 4 3 3
Sp-26 3 1 4 1 <1 1 2 <1 <1 2 4 2 3 7 1 <1 1 2 <1 3 2 1 2 1 3 <1 3
Sp-27 4 1 3 1 <1 2 2 1 1 4 5 3 2 4 7 4 3 2 1 2 3 2 1 3 3 <1 1
Sp-28 1 1 1 <1 <1 <1 1 1 1 1 1 <1 <1 <1 1 7 7 2 <1 <1 1 1 1 1 2 <1 4
Sp-30 7 4 7 2 3 2 5 5 1 3 4 5 5 4 3 1 2 7 3 5 6 3 2 2 <1 3 3
Sp-32 4 4 5 9 3 1 2 4 1 2 4 2 4 1 <1 <1 1 3 1 7 3 1 1 1 4 1 5
EU-2 3 1 5 <1 1 <1 3 1 1 4 4 4 2 2 1 1 1 2 3 2 1 2 3 1 1 <1 1
EU-5 2 1 6 2 1 2 2 <1 1 3 2 2 2 2 2 1 4 2 2 2 3 2 4 3 3 1 7
EU-6 3 <1 5 <1 1 2 1 3 <1 2 3 3 1 2 2 1 2 2 1 1 1 1 2 3 2 <1 3
EU-7 4 <1 3 2 2 2 2 2 1 5 4 2 2 4 3 1 4 1 2 3 3 2 2 1 3 1 3
EU-9 2 3 4 2 3 2 3 1 <1 4 3 2 2 4 3 2 3 3 2 3 3 3 6 4 3 1 1
EU-11 4 2 6 <1 <1 <1 4 <1 <1 3 2 4 2 2 2 2 4 4 4 <1 1 1 4 3 1 <1 3
EU-12 7 4 8 3 4 3 5 5 3 8 9 6 5 6 5 5 9 5 6 5 6 6 8 8 6 3 3
EU-15 2 1 3 1 1 <1 3 1 1 2 1 3 2 3 1 <1 1 3 1 3 1 1 1 1 1 <1 6
EU-16 2 1 3 2 1 1 3 1 <1 3 1 1 1 1 1 1 2 1 1 3 1 1 3 1 1 1 3
EU-17 3 <1 5 2 <1 <1 3 1 1 6 3 1 3 3 4 <1 4 3 1 4 3 1 4 1 2 <1 6




AM-2 4 1 5 1 1 1 2 2 1 3 3 3 3 1 1 1 2 2 1 3 3 1 1 1 2 <1 8
Vac-1 5 2 7 2 3 1 2 5 1 4 5 3 5 1 1 1 1 2 2 5 7 2 2 2 2 1 5
Vac-2 6 3 6 3 2 2 3 5 2 3 3 4 4 4 2 2 3 1 2 6 6 2 2 <1 3 1 4
Vac-3 4 3 7 <1 2 <1 1 <1 1 2 3 5 3 <1 <1 1 1 2 2 2 1 2 1 <1 2 <1 <1
* : Título de Anticuerpos Neutralizantes expresado como log 2
<1: Indica ausencia de neutralización
Sp-15Sp-5 Sp-6 Sp-7 Sp-12 Sp-13
Aislados españoles del VSRRP
1991-1995 2000-2006
Sp-34 Sp-35 Sp-36Sp-26 Sp-27 Sp-37Sp-4Sp-3 Sp-28 Sp-29 Sp-30 Sp-31 Sp-32 Sp-33Sp-16Origen

















Tabla 8: Resultados de la prueba de seroneutralización cruzada frente a los aislados de tipo I y tipo II 
Sp-2   7* 2 2 1 4 3 5 3 5 3 3 <1 2 2 1 2 <1 1 1 1 1 <1 1 1 <1
Sp-3 9 7 7 5 7 4 7 7 9 7 4 6 4 <1 4 6 3 5 4 4 3 3 3 4 9
Sp-4 1 2 1 1 1 <1 1 1 4 1 <1 3 <1 4 1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1
Sp-5 5 4 4 3 3 3 4 3 6 4 2 1 2 <1 2 1 1 1 1 2 <1 1 <1 1 1
Sp-6 4 4 3 3 4 2 4 3 5 4 3 3 3 1 <1 2 1 2 1 2 <1 2 2 2 1
Sp-12 5 4 3 2 3 3 5 3 5 2 1 3 2 1 2 1 1 1 1 2 1 1 1 1 3
Sp-13 6 3 3 2 3 2 3 3 7 4 2 2 <1 <1 2 2 1 1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 1
Sp-15 6 5 4 3 4 3 4 6 7 5 4 4 3 2 4 3 1 2 1 2 1 1 3 1 2
Sp-16 5 4 3 3 3 4 5 5 5 3 2 3 3 2 1 2 2 2 2 2 1 2 3 2 2
Sp-20 3 4 3 2 2 3 2 3 4 2 1 <1 3 1 2 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1
Sp-22 5 6 4 3 3 3 4 3 9 4 2 2 3 1 2 3 <1 2 1 2 1 2 2 3 1
Sp-24 5 3 2 2 5 3 5 5 5 5 3 5 4 <1 2 2 1 2 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1
Sp-26 4 3 2 1 4 1 4 3 5 2 1 2 3 <1 1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1
Sp-27 9 3 3 1 5 2 4 3 4 3 1 2 1 <1 2 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 1
Sp-28 1 1 1 <1 1 1 1 1 3 1 <1 1 1 <1 1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1
Sp-30 8 4 3 3 5 1 2 6 7 3 1 4 1 3 3 2 <1 <1 <1 <1 <1 1 3 2 2
Sp-32 2 1 1 1 2 1 2 2 4 1 1 <1 1 <1 1 <1 1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 1
EU-2 7 4 3 4 3 4 4 4 7 1 1 3 2 3 1 1 2 1 <1 <1 <1 <1 1 <1 <1
EU-5 3 6 5 7 3 1 3 3 7 2 1 1 <1 1 2 2 1 <1 1 1 <1 1 1 1 1
EU-6 6 4 5 4 7 1 5 4 6 2 <1 <1 <1 <1 1 1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 1
EU-7 3 5 4 2 5 7 9 1 7 2 3 2 3 <1 1 1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 1 <1
EU-9 4 5 6 3 4 1 2 7 5 2 2 4 5 2 2 1 <1 3 <1 <1 <1 1 2 3 3
EU-11 4 3 3 4 2 2 4 3 7 2 1 1 <1 5 <1 1 3 3 <1 1 <1 <1 2 <1 <1
EU-12 6 8 9 7 5 6 9 8 9 7 3 5 8 8 3 4 2 6 1 2 <1 <1 4 5 6
EU-15 4 2 1 2 1 2 3 3 4 1 1 7 2 <1 2 1 <1 <1 <1 1 <1 <1 <1 1 <1
EU-16 3 3 3 1 2 2 2 2 4 2 1 2 7 <1 2 <1 <1 <1 1 <1 <1 <1 <1 1 1
EU-17 1 4 2 2 2 2 6 6 5 2 1 3 5 7 2 <1 <1 <1 <1 1 <1 <1 <1 1 <1




AM-2 1 3 3 2 3 4 4 4 6 1 1 3 2 2 1 4 7 5 2 3 1 2 4 4 9
Vac-1 2 2 3 2 4 2 4 4 6 3 2 2 2 2 2 <1, <1 1 1 <1 <1 <1 1 2 1
Vac-2 3 3 4 3 4 3 3 3 7 3 3 2 3 2 1 <1 1 1 1 1 <1 <1 2 2 2
Vac-3 3 5 3 4 2 1 2 2 7 4 <1 2 2 <1 1 <1 <1 1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1
* : Título de Anticuerpos Neutralizantes expresado como log 2
<1: Indica ausencia de neutralización
EU-14 EU-15 EU-16EU-3 EU-4 EU-5 EU-6
Aislados  europeos y americanos del VSRRP
Europa Occidental Europa del Este Italia Dinamarca (tipo II) EE.UU. (tipo II)
AM-2EU-7 EU-8 EU-9 EU-11 EU-12   AM-1 
a : Sp: España; E.O: Europa Occidental; E.E: Europa del Este; It: Italia; DK: Dinamarca; Vac: Vacunas comerciales


















4.1.3. Capacidad de neutralización heteróloga de los sueros hiperinmunes 
monoespecíficos 
 
El valor de cada suero, en lo que se refiere a su capacidad de neutralización cruzada, se 
representa gráficamente en las Figuras 2.1 a 2.32 ordenadas según su capacidad 
neutralizante. En ellas se representa el título de AN de cada suero frente a todos los 
aislados utilizados en los ensayos de SN cruzada. Debido a las diferencias encontradas 
en la susceptibilidad de los distintos aislados a ser neutralizados por sueros 
desarrollados frente a otros aislados, en la representación gráfica se ha incluido la media 
geométrica y la desviación estándar del título de AN (expresado en forma de log2) 
obtenido para cada aislado con el total de los sueros hiperinmunes producidos. 
 













































































































































































Media Geométrica de cada Aislado
% Aislados neutralizados
≥ 1/2 : 98 %
≥ 1/16: 86 %
≥ 1/64: 55 %
 
 












































































































































































Media Geométrica de cada Aislado
% Aislados neutralizados
≥ 1/2 : 96 %
≥ 1/16: 76 %
≥ 1/64: 49 %
 
 












































































































































































Media Geométrica de cada Aislado
% Aislados neutralizados
≥ 1/2 : 98 %
≥ 1/16: 65 %

















































































































































































Media Geométrica de cada Aislado
% Aislados neutralizados
≥ 1/2 : 100 %
≥ 1/16: 67 %
≥ 1/64: 23 %
 
 













































































































































































≥ 1/2 : 96 %
≥ 1/16: 40 %
≥ 1/64: 10 %
 
 












































































































































































Media Geométrica de cada Aislado
% Aislados neutralizados
≥ 1/2 : 84 %
≥ 1/16: 65 %
≥ 1/64: 4 %
 
 












































































































































































Media Geométrica de cada Aislado
% Aislados neutralizados
≥ 1/2 : 98 %
≥ 1/16: 29 %

















































































































































































Media Geométrica de cada Aislado
% Aislados neutralizados
≥ 1/2 : 94 %
≥ 1/16: 35 %
≥ 1/64: 12 %
 
 












































































































































































Media Geométrica de cada Aislado
% Aislados neutralizados
≥ 1/2 : 88 %
≥ 1/16: 33 %
≥ 1/64: 12 %
 
 












































































































































































Media Geométrica de cada Aislado  
 












































































































































































Media Geométrica de cada Aislado
% Aislados neutralizados
≥ 1/2 : 84 %
≥ 1/16: 25 %


















































































































































































Media Geométrica de cada Aislado
% Aislados neutralizados
≥ 1/2 : 92 %
≥ 1/16: 23 %
≥ 1/64: 10 %
 
 












































































































































































Media Geométrica de cada Aislado
% Aislados neutralizados
≥ 1/2 : 90 %
≥ 1/16: 23 %
≥ 1/64: 4 %
 
 












































































































































































Media Geométrica de cada Aislado
% Aislados neutralizados
≥ 1/2 : 96 %
≥ 1/16: 30 %
≥ 1/64: 6 %
 












































































































































































Media geométrica de cada Aislado
% Aislados neutralizados
≥ 1/2 : 100 %
≥ 1/16: 43 %


















































































































































































Media Geométrica de cada Aislado
% Aislados neutralizados
≥ 1/2 : 98 %
≥ 1/16: 25 %
≥ 1/64: 6 %
 
 












































































































































































Media Geométrica de cada Aislado
% Aislados neutralizados
≥ 1/2 : 90 %
≥ 1/16: 25 %
≥ 1/64: 6 %
 
 












































































































































































Media Geométrica de cada Aislado
% Aislados neutralizados
≥ 1/2 : 76 %
≥ 1/16: 14 %
≥ 1/64:  4 %
 












































































































































































Media Geométrica de cada Aislado
% Aislados neutralizados
≥ 1/2 : 80 %
≥ 1/16: 20 %


















































































































































































Media Geométrica de cada Aislado
% Aislados neutralizados
≥ 1/2 : 75 %
≥ 1/16: 23 %
≥ 1/64: 8 %
 
 












































































































































































Media Geométrica de cada Aislado
% Aislados neutralizados
≥ 1/2 : 73 %
≥ 1/16: 23 %
≥ 1/64: 2 %
 












































































































































































Media Geométrica de cada Aislado
% Aislados neutralizados
≥ 1/2 : 92 %
≥ 1/16: 14 %
≥ 1/64: 8 %
 
 












































































































































































Media Geométrica de cada Aislado
% Aislados neutralizados
≥ 1/2 : 77 %
≥ 1/16: 18 %

















































































































































































Media Geométrica de cada Aislado
% Aislados neutralizados
≥ 1/2 : 82 %
≥ 1/16: 20 %
≥ 1/64: 2 %
 












































































































































































Media Geométrica de cada Aislado
% Aislados neutralizados
≥ 1/2 : 69 %
≥ 1/16: 16 %
≥ 1/64: 4 %
 
 












































































































































































Media Geométrica de cada Aislado
% Aislados neutralizados
≥ 1/2 : 77 %
≥ 1/16: 20 %
≥ 1/64: 2 %
 
 












































































































































































Media Geométrica de cada Aislado
% Aislados neutralizados
≥ 1/2 : 75 %
≥ 1/16: 12 %


















































































































































































Media Geométrica de cada Aislado
% Aislados neutralizados
≥ 1/2 : 64 %
≥ 1/16: 14 %
≥ 1/64: 4 %
 












































































































































































Media Geométrica de cada Aislado
% Aislados neutralizados
≥ 1/2 : 79 %
≥ 1/16: 6 %
≥ 1/64: 2 %
 
 












































































































































































Media Geométrica de cada Aislado
% Aislados neutralizados
≥ 1/2 : 86 %
≥ 1/16: 2 %
≥ 1/64: 0 %
 
 












































































































































































Media Geométrica de cada Aislado
% Aislados neutralizados
≥ 1/2 : 59 %
≥ 1/16: 6 %


















































































































































































Media Geométrica de cada Aislado
% Aislados neutralizados
≥ 1/2 : 67 %
≥ 1/16: 4 %




Para facilitar el análisis de los resultados, la Tabla 9 resume la capacidad de cada 
suero hiperinmune para neutralizar cepas heterólogas ya que expresa el porcentaje de 
aislados del VSRRP neutralizados a diferentes títulos de AN por cada uno de los sueros. 
 
Como se puede observar en las Figuras 2.1 a 2.32, y especialmente en la Tabla 9, 
el rango de aislados frente a los que exhiben actividad neutralizante los distintos sueros 
hiperinmunes, o, lo que es lo mismo, su amplitud, osciló de manera notoria entre los 
sueros disponibles, mostrando asimismo cierto grado de variación, en función del título 
al que se estudia, la capacidad del suero para reaccionar con un rango de aislados. Así, 
cuando se considera la actividad neutralizante en términos absolutos, como presencia o 
ausencia de neutralización, considerando todos aquellos sueros que exhiben alguna 
capacidad de neutralización cruzada (es decir, que presentan títulos de al menos 1/2) el 
rango de aislados neutralizados por los distintos sueros hiperinmunes monoespecíficos 
osciló entre el 59% mostrado por el suero desarrollado frente al aislado español Sp-4 
(Figura 2.31) y el 100% de los sueros específicos de los aislados Sp-15, Sp-16 y Sp-12 
(Figuras 2.4, 2.10 y 2.15), todas ellas de origen español. En general, el rango de aislados 
frente a los que son capaces de reaccionar los sueros estudiados (es decir, cuando 
tenemos en cuenta los sueros que presentan un título ≥1/2) es amplio ya que 13 de los 
32 sueros producidos reaccionaron con más del 90% de los aislados, 20 lo hicieron con 
más del 80% de los aislados y 28 con más del 70% de los aislados. Por el contrario, sólo 
un 9,37% de los sueros hiperinmunes analizados (cuatro sueros en total) reaccionaron 
con menos del 70% de los aislados, siendo excepcionalmente pobre el rango de aislados 
neutralizados por el suero ya mencionado desarrollado frente a la cepa Sp-4, seguido 
por los obtenidos para los aislados Vac-3, Sp-28 y EU-6 (que mostraron actividad 

















Tabla 9. Porcentaje de aislados neutralizados a diferentes títulos de AN por los 
sueros hiperinmunes 
 
Sueros ≥1/512 ≥1/256 ≥1/128 ≥1/64 ≥1/32 ≥1/16 ≥1/8 ≥1/4 ≥1/2   ф*
Sp-3 14 20 47 55 61 86 98 98 98 2
EU-12 10 25 29 49 69 76 92 96 96 4
Sp-15 0 0 8 23 37 67 80 92 100 0
EU-18 4 6 13 25 49 65 80 92 98 2
Sp-16 0 0 0 0 8 20 53 88 100 0
Sp-6 2 4 4 10 23 40 67 86 96 4
Sp-22 2 4 4 8 12 29 63 82 98 2
Sp-24 0 0 0 4 29 51 65 80 84 16
Sp-5 0 0 4 12 20 35 59 78 94 6
EU-9 0 0 0 4 8 23 53 78 90 10
Vac-2 0 0 2 10 11 23 54 77 92 8
Sp-30 0 2 8 12 23 33 59 76 88 12
Sp-12 0 0 0 0 10 23 43 75 100 0
Sp-13 2 6 10 18 20 25 45 72 84 16
Sp-2 0 0 2 6 20 30 49 71 92 8
Sp-20 0 4 4 4 4 14 43 70 76 24
Vac-1 0 0 4 6 17 25 33 69 90 10
AM-2 2 4 4 6 10 25 45 65 98 2
EU-7 2 2 4 4 8 20 37 63 80 20
EU-5 0 0 4 8 10 14 27 61 92 8
EU-11 0 0 0 2 4 23 39 61 73 27
Sp-27 2 2 2 2 6 18 37 55 77 23
EU-17 0 0 0 8 13 23 40 55 75 25
EU-2 0 0 2 2 4 20 35 49 82 18
Vac-3 0 0 4 4 8 14 23 46 64 36
Sp-26 0 0 0 0 2 12 27 45 75 25
EU-6 0 0 0 4 10 16 27 45 69 31
EU-16 0 0 0 0 0 2 20 40 82 18
Sp-32 2 2 2 2 6 20 25 39 77 23
EU-15 0 0 0 2 2 6 21 37 79 21
Sp-4 0 0 2 2 2 6 14 22 59 41
Sp-28 0 0 2 2 2 4 6 10 67 43
Porcentaje de aislados neutralizados
*: Ausencia de neutralización  
 
 
En esta misma Tabla 9, cuando se analizó la capacidad de neutralización de los 
sueros hiperinmunes monoespecíficos a un título igual o superior a 1/16, se observó un 
descenso muy acusado en el porcentaje de aislados neutralizados respecto al encontrado 
a un título igual o superior a 1/2. De este modo, la media de aislados que fueron 
neutralizados a dicho título por los sueros hiperinmunes fue del 28%. Esta pobre 
neutralización heteróloga (≥1/16) se hace evidente cuando 25 de los 32 sueros 






No obstante, se observaron sueros con una alta capacidad de neutralización 
heteróloga a dichos títulos. En este grupo de sueros de alta capacidad neutralizante nos 
encontramos a los sueros hiperinmunes que fueron capaces de neutralizar a más del 
50% de los aislados, como los producidos frente a los aislados españoles Sp-15 y Sp-24 
(Figuras 2.4 y 2.6), y al aislado italiano EU-18 (Figura 2.3). Aunque en este grupo 
destaca especialmente la existencia de dos sueros hiperinmunes, obtenidos frente al 
aislado español Sp-3 y al aislado polaco EU-12 (Figuras 2.1 y 2.2), que presentaron un 
porcentaje de neutralización superior al 75%. 
 
Por el contrario, se encontraron sueros hiperinmunes de escasa capacidad de 
neutralización heteróloga, siendo capaces únicamente de neutralizar a dicho título a un 
porcentaje igual o inferior al 6% de los aislados utilizados. Entre estos sueros se 
incluyen los producidos frente a los aislados españoles Sp-4 y Sp-28 (Figuras 2.31 y 
2.32), y a los aislados italianos EU-15 y EU-16 (Figuras 2.29 y 2.30). 
 
Cuando se analizó el porcentaje de aislados neutralizados a un título igual o 
superior a 1/64, se constató una limitada capacidad de neutralización heteróloga por 
parte de los sueros hiperinmunes. Así, la mayoría de los sueros mostraron una baja 
capacidad de neutralización cruzada oscilando entre el 10% y el 2% de aislados 
neutralizados, hasta llegar a la ausencia de neutralización en los sueros producidos 
frente a los aislados españoles Sp-12, Sp-16 y Sp-26 (Figuras 2.15, 2.10 y 2.27), y al 
aislado italiano EU-16 (Figura 2.30). No obstante, 7 de los 32 sueros fueron capaces de 
neutralizar a un mayor número de aislados, especialmente los producidos frente a los 
aislados Sp-3 y EU-12 (Figuras 2.1 y 2.2), que fueron capaces de neutralizar al menos al 
50%. 
 
Por último, únicamente tres sueros producidos frente a los aislados Sp-3, EU-12 y 
EU-18 (Figuras 2.1, 2.2 y 2.3), fueron capaces de mantener cierta capacidad de 
neutralización cruzada a títulos ≥ 1/128 frente a los aislados utilizados. 
 
4.1.4. Capacidad de neutralización heteróloga de los sueros hiperinmunes 
monoespecíficos en función de su origen genómico y geográfico 
 
Los resultados obtenidos de enfrentar los sueros monoespecíficos al panel de 
aislados en función de su pertenencia al tipo I ó II del VSRRP y, en el caso de los 
aislados de genotipo europeo, al grupo genómico y geográfico (Forsberg et al., 2002) se 
muestran en la Tabla 10. En esta Tabla los títulos de AN se han expresado en forma de 


















Tabla 10. Media geométrica de anticuerpos neutralizantes de los sueros 
hiperinmunes en función de su origen genómico y geográfico 
 
Sp-3   5,4* 5,8 4,2 6,1 6,5 6,3 3,0 4,5 4,1
EU-12 4,9 5,6 2,8 5,3 7,1 5,2 5,6 3,6 2,5
EU-18 3,8 4,5 1,8 4,0 5,9 5,0 5,2 2,0 1,8
Sp-15 3,5 4,3 1,5 4,4 4,2 5,2 3,1 1,8 1,4
Sp-6 3,0 3,6 1,5 4,1 3,3 3,9 1,7 1,6 1,5
Sp-24 2,8 3,5 1,1 3,6 3,5 4,2 2,4 1,6 0,9
Sp-22 2,6 2,9 1,6 2,8 3,7 4,2 1,9 1,8 1,6
Sp-5 2,6 3,2 1,0 3,5 3,6 3,6 1,4 1,0 1,1
Sp-30 2,6 3,0 1,3 3,0 3,4 2,8 2,4 1,2 1,4
Sp-16 2,6 2,7 2,0 2,5 3,9 3,1 2,1 2,0 2,0
Sp-13 2,4 3,0 1,0 3,3 3,0 3,8 1,3 1,3 0,9
Vac-2 2,4 2,8 1,2 2,8 3,2 4,0 1,9 1,0 1,3
EU-9 2,3 2,6 1,4 2,4 3,1 2,7 3,0 1,4 1,4
Sp-2 2,3 2,8 1,0 2,9 2,9 3,6 1,4 1,2 1,0
Sp-12 2,2 2,5 1,2 2,5 3,4 2,2 1,9 1,0 1,3
AM-2 2,1 1,9 3,3 1,7 2,8 1,8 1,9 4,5 3,0
Vac-1 2,1 2,5 1,0 2,4 2,7 3,3 2,0 0,9 1,1
Sp-20 2,0 2,5 0,9 2,6 2,7 2,0 1,5 0,9 0,9
EU-7 1,9 2,3 0,9 2,1 3,4 3,5 1,5 0,9 0,9
EU-17 1,9 2,2 0,9 2,0 2,6 2,2 3,1 0,9 0,9
EU-11 1,9 2,0 1,3 2,0 3,0 1,4 1,4 2,1 1,0
EU-5 1,8 2,1 1,0 2,1 3,0 2,4 1,2 1,2 1,0
Sp-27 1,8 2,1 0,9 2,0 3,2 2,3 1,4 0,9 0,9
EU-2 1,7 1,9 1,0 1,6 3,7 1,9 2,1 1,3 0,9
EU-6 1,6 1,8 0,9 1,6 3,7 2,2 0,9 0,9 0,9
Sp-32 1,5 1,7 0,9 2,1 1,4 1,6 0,9 0,9 0,9
Sp-26 1,5 1,7 0,9 1,6 2,4 2,2 1,5 0,9 0,9
Vac-3 1,6 1,8 0,9 1,6 2,5 2,9 1,4 0,9 0,9
EU-16 1,4 1,6 0,9 1,4 2,1 2,0 1,5 0,9 0,9
EU-15 1,4 1,6 0,9 1,5 2,0 1,6 1,5 0,9 0,9
Sp-4 1,2 1,3 0,9 1,3 1,1 1,5 1,8 0,9 0,9
Sp-28 1,1 1,1 0,9 1,2 1,0 1,4 1,0 0,9 0,9
Sueros
* : T ítulo de Anticuerpos Neutralizantes expresado como log2
Global Subtipo I Subtipo II
Media Geométrica de los Sueros




En esta Tabla podemos observar que la mayoría de los sueros hiperinmunes 
mostraron una limitada capacidad de neutralización heteróloga, presentando títulos 







Así, un gran número de sueros analizados, un 41%, presentaron títulos medios de 
neutralización comprendidos entre 2 y 2,8 log2. Este conjunto de sueros estaba formado 
por los sueros hiperinmunes frente a aislados españoles, aislados belgas y al aislado 
danés de tipo II. Además, 14 de los 32 sueros hiperinmunes presentaron títulos medios 
inferiores a 2 log2, habiéndose producido frente a aislados de distinto origen geográfico, 
incluyendo aislados españoles, italianos, checos y procedentes de Europa Occidental. 
 
Sin embargo, en la Tabla 10 también se observa la existencia de sueros con una 
gran capacidad neutralizante frente a aislados heterólogos y a títulos relativamente altos. 
En este grupo, encontramos sueros, como el producido frente al aislado español Sp-3, 
con una media global de 5,4 log2 (correspondiente a títulos superiores a 1/32). Este 
mismo suero, neutralizó a medias geométricas de 6,1, 6,5 y 6,3 log2 (correspondientes a 
títulos de SN de aproximadamente 1/64) a los aislados procedentes de España, Europa 
Occidental y Europa del Este respectivamente. Sorprendentemente este suero fue capaz 
de neutralizar a los aislados del VSRRP del genotipo II americano con una media 
geométrica de 4,2 log2 (correspondiente a títulos de 1/16), incluso superiores a los 
obtenidos frente a los aislados italianos, del tipo I europeo, donde la media geométrica 
fue de 3,0 (correspondiente a títulos de SN de 1/8). 
 
En esta misma tabla se puede observar que el suero hiperinmune monoespecífico 
frente al aislado EU-12 presenta unos resultados de SN igualmente excepcionales. Este 
suero tiene una media geométrica de neutralización frente a todos los aislados de 4,9 
log2; siendo capaz de neutralizar a un título igual o superior a 1/32 a los aislados 
pertenecientes al tipo I europeo, haciendo mención especial a la neutralización de 
aislados de Europa Occidental con una media geométrica de 7,1 log2, mientras que los 
aislados de su mismo origen sólo fueron neutralizados con una media geométrica de 5,2 
log2. Por el contrario, este suero no fue tan excepcional en su capacidad de 
neutralización de aislados representantes del tipo II americano, dado que, globalmente, 
obtuvo una media geométrica de 2,8 log2 (correspondiente a valores inferiores a 1/8). 
 
Finalmente, entre los sueros hiperinmunes que tuvieron un comportamiento 
excepcional, aunque de forma más moderada, se encuentra el obtenido frente al aislado 
de origen italiano EU-18. Este suero tuvo una media geométrica global de 3,8 pero con 
capacidades de neutralización para los aislados procedentes de Europa Occidental, 
Europa del Este e Italia de 5,9, 5,0 y 5,2 log2 respectivamente (correspondientes a 
títulos superiores a 1/32). Sin embargo, este suero se mostró menos eficaz que los 
anteriores en la neutralización heteróloga de los aislados pertenecientes al genotipo 
americano, dado que sólo se obtuvo una media geométrica de 1,8 log2 (correspondiente 
a títulos inferiores a 1/4). 
 
En el lado contrario de los resultados anteriormente mencionados, cabe destacar el 
comportamiento de los sueros hiperinmunes monoespecíficos obtenidos frente a los 
aislados españoles Sp-4 y Sp-28, presentando medias geométricas globales de 1,2 y 1,1 
log2 y siendo incapaces de neutralizar a ningún aislado perteneciente al genotipo II 
americano. 
 
Para finalizar, resaltar los resultados obtenidos para el suero hiperinmune 
monoespecífico frente al aislado danés de genotipo II americano AM-2. Este suero 
presentó una media global de neutralización de 2,1 log2, situándose en la media 




sueros específicos de los aislados de genotipo I, este suero mostró una capacidad de 
neutralización heteróloga mucho mayor frente a los aislados de genotipo II, con una 
media geométrica de 3,3 log2 (superior a títulos de 1/8), siendo superior frente a los 
aislados del genotipo II de origen danés, siendo capaz de neutralizar a estos aislados con 
una media geométrica de 4,5 log2 (correspondiente a un título algo superior a 1/16). 
 
4.1.5 Capacidad de neutralización heteróloga de los sueros hiperinmunes 
monoespecíficos obtenidos frente a cepas vacunales 
 
En la Tabla 9 se muestra el porcentaje de aislados neutralizados por los sueros 
producidos frente a las cepas vacunales, mientras que en la Tabla 10 se muestran los 
resultados de neutralización heteróloga según su origen genómico y geográfico. 
 
Así, como puede observarse en la Tabla 9, la amplitud (capacidad de 
neutralización a 1/2) de los sueros producidos frente a las cepas vacunales Vac-1 y Vac-
2 fue del 90% y 92% de los aislados respectivamente (Figuras 2.17 y 2.12). Sin 
embargo, el suero hiperinmune frente a la cepa vacunal Vac-3 sólo fue capaz de 
neutralizar a un 67% de los aislados incluidos en el estudio (Figura 2.28), siendo el 
suero con peor capacidad neutralizante a excepción de los producidos frente a los 
aislados españoles Sp-4 y Sp-28 (Figuras 2.31 y 2.32). 
 
Los resultados de neutralización heteróloga a un título igual o superior a 1/16 de 
los sueros vacunales mostraron un descenso acusado en su capacidad de neutralización 
cruzada a dichos títulos. De este modo los sueros producidos frente a las cepas 
vacunales Vac-1 y Vac-2 lograron neutralizar a un 25 y 23 % de los aislados, mientras 
que el suero frente a la cepa vacunal Vac-3 únicamente fue capaz de neutralizar a un 
14% de los aislados incluidos en el estudio. Además, al igual que la mayoría de los 
sueros analizados, a un título igual o superior a 1/64 los tres sueros producidos frente a 
las cepas vacunales no lograron neutralizar a un porcentaje significativo de aislados, 
pasando de un 6% a un título de 1/64, a no lograr neutralizar a ningún aislado a un título 
de 1:512. 
 
En la Tabla 10 se pueden observar las diferencias en la media geométrica del 
título de AN. De este modo, se puede observar que el suero monoespecífico producido 
frente a la cepa Vac-2 de genotipo I europeo base de la vacuna española Pyrsvac-183®, 
presenta un título medio global de 2,4 log2, neutralizando a aislados de origen europeo 
con una media geométrica de 3,2 log2, siendo especialmente alta la capacidad de 
neutralización frente a aislados de Europa del Este, con una media geométrica de 4,0 
log2. Por el contrario, sólo neutralizó a los aislados del genotipo II americano con una 
media geométrica de 1,2 log2 (≥1/2). 
 
En relación con el suero monoespecífico producido frente a la cepa Vac-1 de 
genotipo I europeo y perteneciente a la vacuna española Amervac PRRS®, presentó una 
media global de 2,1 log2, neutralizando de manera más notable a los aislados 
procedentes de Europa Occidental, con una media de 2,7 log2 (≥1/4), y a los 
procedentes de Europa del Este, con una media de 3,3 log2 (≥1/8). Sin embargo, su 
capacidad de neutralización frente a los aislados pertenecientes al tipo II americano fue 
especialmente pobre, con una media geométrica de 1,0 log2 (1/2), siendo incapaz de 





Con respecto al comportamiento del suero monoespecífico frente a la cepa 
vacunal Vac-3, base de la vacuna comercial Porcilis PRRS®, la media geométrica global 
de neutralización fue únicamente de 1,6 log2 (≥1/2) neutralizando a cepas del VSRRP 
de origen español con este mismo valor y siendo significativamente superior (2,5 y 2,9 
log2) para aislados procedentes de Europa Occidental y Europa del Este. Obviamente, su 
capacidad de neutralización de aislados del VSRRP del genotipo II americano fue 
prácticamente nulo (0,9 log2). 
 
4.1.6. Estudio de correlación entre la amplitud y potencia de neutralización de los 
sueros hiperinmunes frente a los aislados del VSRRP 
 
En la Figura 3 se representa la correlación entre la amplitud a la dilución 1/4 y la 
potencia de neutralización de los sueros hiperinmunes monoespecíficos frente a los 52 
aislados del VSRRP incluidos en el estudio. 
 
Cuando la relación entre la amplitud y potencia de cada suero monoespecífico fue 
estudiada, cuando la amplitud se consideró a la dilución de 1/2, no se pudo establecer 
una clara correlación entre ambos parámetros, ya que un porcentaje muy alto de los 
sueros hiperinmunes neutralizó a la gran mayoría de los aislados del VSRRP. Sin 
embargo, cuando la amplitud se estableció a la dilución de 1/4, el porcentaje de sueros 
neutralizados descendió bruscamente y se observó una alta tasa de correlación, 
estadísticamente significativa, con un grado de asociación muy alto (r=0,99; P < 0,02) 
entre amplitud y potencia, de tal manera que a medida que la amplitud de los sueros 




Figura 3. Correlación entre la amplitud y la potencia de los sueros hiperinmunes 
frente a los 52 aislados incluidos en el estudio 
 































4.1.7. Relación entre la variabilidad antigénica y el origen temporal y geográfico de 
los aislados del VSRRP 
 
4.1.7.1. Relación entre la variabilidad antigénica y el momento de aislamiento de los 
aislados del VSRRP 
 
En este apartado sólo se emplearon los aislados del VSRRP obtenidos en España 
dado que eran los únicos de los que existía un número suficiente de aislados para 
establecer grupos temporales. 
 
Los resultados se muestran en la Tabla 7 y en las Figuras 4.1 y 4.2. En esta Tabla 
se puede observar que existen aislados que son neutralizados de manera muy pobre, 
tanto entre los obtenidos en los primeros años de aislamiento, como en el caso de los 
aislados Sp-3 y Sp-6, como en el período 2000-2006, con aislados como el Sp-15, Sp-28 
y Sp-38. De la misma forma, se puede observar la existencia de aislados obtenidos en 
distintos momentos de tiempo que poseen una alta susceptibilidad a la neutralización 
cruzada, caso de los aislados Sp-4, Sp-20 y Sp-39, aislados en los años 1992, 2000 y 
2006 respectivamente. Por tanto, no parece que exista ningún tipo de evolución 
temporal en la variabilidad antigénica de los aislados españoles, máxime cuando no se 
encontraron diferencias estadísticamente significativas en la susceptibilidad de los 
aislados a la neutralización cruzada dependiendo del momento de aislamiento (P > 
0,05). Además, tampoco se encontraron diferencias estadísticamente significativas en la 
capacidad de neutralización heteróloga de los sueros hiperinmunes producidos frente a 
los aislados obtenidos en los primeros años de la enfermedad frente a la observada en 
aquellos producidos frente a aislados del VSRRP más modernos (P > 0,05). 
 
 
Figura 4.1. Título de anticuerpos neutralizantes de los sueros hiperinmunes 
producidos frente a aislados españoles obtenidos en el período 1990-1995 
 
 

































Figura 4.2. Título de anticuerpos neutralizantes de los sueros hiperinmunes 
producidos frente a aislados españoles obtenidos en el período 2000-2006 
 























4.1.7.2. Relación entre la variabilidad antigénica y el origen geográfico de los 
aislados del VSRRP 
 
Los resultados obtenidos se muestran en las Tablas 7 y 8, y se representan en las 
Figuras 5.1-5.6. En estas Figuras se representan los aislados del VSRRP procedentes de 
España, Europa Occidental, Europa del Este e Italia dentro del genotipo I europeo, y de 
Dinamarca y EE.UU. dentro del genotipo II americano. Además, en cada Figura se 
incluyen de forma individualizada los sueros hiperinmunes obtenidos frente a los 
aislados pertenecientes a uno de los grupos geográficos descritos y la media geométrica 
obtenida para cada grupo de aislados. 
 
En la Figura 5.1 se encuentra representada la neutralización heteróloga de los 
sueros producidos frente a los aislados del VSRRP procedentes de España. En esta 
Figura lo más llamativo es la inexistencia de diferencias entre los aislados procedentes 
de España, de Europa del Este y de Europa Occidental cuando son enfrentados a los 
sueros hiperinmunes producidos frente a los aislados españoles. También se puede 
observar que todos los aislados españoles se neutralizaron a títulos superiores a los 
aislados procedentes de Italia y, más ostensiblemente, a los aislados de genotipo II 
americano (P < 0,001). 
 
Figura 5.1. Neutralización heteróloga de los sueros producidos frente a los aislados 
españoles 

























En la Figura 5.2 se encuentran representados los resultados de neutralización 
heteróloga de los sueros producidos frente a los aislados del VSRRP de Europa 
Occidental. Lo más sobresaliente de esta Figura es que la neutralización de los sueros a 
los aislados del mismo grupo geográfico se realiza a títulos muy superiores a todos los 
demás grupos geográficos (P < 0,001). Al igual que lo que sucede con el grupo anterior, 
la capacidad de neutralización de aislados del tipo II americano es prácticamente nula. 
 
Figura 5.2. Neutralización heteróloga de los sueros producidos frente a los aislados 
procedentes de Europa Occidental 
 























En la Figura 5.3 se muestran los resultados de neutralización heteróloga de los 
sueros producidos frente a los aislados de Europa del Este. La capacidad de 
neutralización de estos sueros es similar para los aislados de ese mismo origen y de 
origen español, siendo algo menor para los aislados del VSRRP procedentes de Europa 
Occidental. Sin embargo, y debido al bajo número de aislados y sueros hiperinmunes 
procedentes de este origen geográfico, no se pudieron establecer diferencias 
estadísticamente significativas entre los diversos grupos de aislados europeos. No 
obstante, una vez más, existieron diferencias estadísticamente significativas (P < 0,05) 
entre la capacidad de neutralización de aislados de su mismo origen y la de aquellos 
encuadrados en el genotipo II americano. 
 
Figura 5.3. Neutralización heteróloga de los sueros producidos frente a los aislados 
procedentes de Europa del Este 
 

























En la Figura 5.4 se muestran los resultados de neutralización heteróloga de los 
sueros hiperinmunes monoespecíficos producidos frente a los aislados del VSRRP 
procedentes de Italia. En esta Figura se puede observar cómo los aislados víricos 
procedentes de Italia se neutralizaron a títulos ligeramente superiores a los obtenidos 
para los aislados de origen español, a títulos similares a los de los aislados procedentes 
de Europa del Este y a títulos inferiores a los obtenidos para los aislados de Europa 
Occidental. Sin embargo, sólo se encontraron diferencias estadísticamente significativas 
frente a los aislados pertenecientes al genotipo II americano (P < 0,005). 
 
Figura 5.4. Neutralización heteróloga de los sueros producidos frente a los aislados 
procedentes de Italia 
























En la Figura 5.5 se representan los resultados de neutralización heteróloga del 
suero producido frente al aislado del VSRRP procedente de Dinamarca, perteneciente al 
genotipo II americano. Como se puede observar en esta Figura, sólo cuando los aislados 
pertenecientes a este genotipo (daneses y americanos) se enfrentaron al suero producido 
frente al aislado AM-2 de origen danés del genotipo II, presentaron títulos superiores a 
los demás grupos geográficos, aunque al tratarse de un solo suero no se pudieron 
establecer diferencias estadísticamente significativas entre los grupos. 
 
Figura 5.5. Neutralización heteróloga del suero producido frente al aislado 
procedente de Dinamarca (tipo II) 

























Finalmente, en la Figura 5.6 se muestran los valores de neutralización heteróloga 
de los aislados del VSRRP procedentes de los distintos grupos geográficos descritos 
cuando se enfrentaron a la totalidad de los sueros hiperinmunes monoespecíficos. En 
esta Figura podemos observar cómo los aislados de Europa Occidental se neutralizaron 
a títulos superiores a todos los demás grupos geográficos (P< 0,0001), con la excepción 
de los aislados de Europa del Este. Tras ellos, los aislados procedentes de España se 
neutralizaron a títulos de SN superiores que los aislados del VSRRP procedentes de 
Italia y los pertenecientes al genotipo II americano (P < 0,0001). Estos últimos aislados, 
al igual que lo ocurrido cuando se enfrentaron por separado a los sueros procedentes de 
diversos orígenes geográficos, se neutralizaron a títulos muy inferiores a los obtenidos 
en los demás grupos geográficos (P < 0,0001). 
 
 
Figura 5.6. Valores de neutralización heteróloga de los aislados del VSRRP cuando 
se enfrentaron a la totalidad de sueros hiperinmunes 
























4.1.8. Establecimiento de Grupos Antigénicos 
 
Para establecer grupos antigénicos se aplicó el coeficiente de similitud antigénica, 
o valor R (véase el apartado 3.3.5 de Material y Métodos), entre los distintos aislados de 
los que se obtuvo suero hiperinmune monoespecífico, a excepción de las cepas 
vacunales. Sólo se incluyeron estos 29 aislados debido a que, para el cálculo de dicho 
coeficiente de similitud entre dos aislados, es necesaria la existencia de sueros 
hiperinmunes monoespecíficos para cada aislado. Los resultados obtenidos se muestran 
en la Tabla 11. Los valores R para los distintos sueros oscilaron entre 0,8 y 141,4. Este 
valor R se empleó, a continuación, para la construcción de un dendograma donde se 
establecieron diferencias antigénicamente relevantes para valores R iguales o inferiores 
a 25, lo que representa diferencias de 4 log2 entre los títulos homólogos y heterólogos 
de los sueros hiperinmunes (Hubalek, 1982), por lo que valores superiores a este límite 
fueron considerados no significativos y no se muestran en la escala incluida en el 
dendograma. El dendograma que representa la diversidad antigénica de los aislados del 




Tabla 11. Coeficiente de similitud antigénica (R) entre los aislados frente a los cuales se obtuvo suero hiperinmune monoespecífico 
Sp-2 17,7 3,1 25,0 17,7 6,3 35,4 12,5 12,5 12,5 6,3 35,4 8,8 8,8 1,4 35,4 17,7 25,0 2,2 8,8 8,8 4,4 17,7 25,0 1,6 3,1 4,4 6,3 3,1
Sp-3 25,0 12,5 50,0 35,4 50,0 17,7 25,0 35,4 25,0 50,0 12,5 8,8 3,1 35,4 50,0 25,0 6,3 8,8 3,1 25,0 35,4 35,4 8,8 4,4 0,8 8,8 3,1
Sp-4 6,3 4,4 6,3 6,3 6,3 8,8 35,4 12,5 4,4 3,1 3,1 1,1 8,8 6,3 6,3 8,8 6,3 2,2 4,4 25,0 17,7 6,3 2,2 17,7 8,8 4,4
Sp-5 4,4 6,3 50,0 6,3 3,1 17,7 6,3 35,4 3,1 3,1 2,2 4,4 141,4 4,4 4,4 2,2 4,4 4,4 6,3 8,8 1,6 3,1 1,6 4,4 1,6
Sp-6 8,8 8,8 12,5 6,3 17,7 8,8 35,4 4,4 2,2 2,2 6,3 17,7 4,4 3,1 4,4 3,1 6,3 4,4 12,5 3,1 3,1 1,1 2,2 1,6
Sp-12 6,3 6,3 12,5 4,4 4,4 17,7 3,1 3,1 2,2 12,5 8,8 12,5 3,1 3,1 4,4 6,3 5,6 8,8 6,3 4,4 3,1 6,3 2,2
Sp-13 12,5 8,8 50,0 12,5 100,0 6,3 3,1 2,2 12,5 50,0 8,8 1,6 6,3 3,1 3,1 8,8 17,7 2,2 1,1 1,1 3,1 2,2
Sp-15 6,3 12,5 8,8 35,4 6,3 6,3 2,2 4,4 12,5 8,8 3,1 3,1 3,1 6,3 8,8 12,5 4,4 2,2 2,2 8,8 1,6
Sp-16 50,0 8,8 12,5 3,1 6,3 2,2 4,4 4,4 17,7 6,3 4,4 17,7 17,7 12,5 35,4 4,4 6,3 12,5 6,3 4,4
Sp-20 2,2 12,5 8,8 12,5 2,2 6,3 12,5 8,8 3,1 4,4 8,8 6,3 6,3 35,4 1,1 3,1 3,1 25,0 2,2
Sp-22 8,8 4,4 4,4 1,1 8,8 6,3 17,7 4,4 6,3 4,4 4,4 70,7 25,0 4,4 3,1 1,6 8,8 2,2
Sp-24 8,8 6,3 1,6 17,7 17,7 8,8 3,1 6,5 4,4 8,8 8,8 25,0 8,8 4,4 2,2 4,4 3,1
Sp-26 4,4 0,8 6,3 3,1 6,3 2,2 6,3 4,4 8,8 8,8 12,5 4,4 3,1 2,2 4,4 1,1
Sp-27 4,4 4,4 1,6 25,0 2,2 9,2 4,4 6,3 6,3 12,5 2,2 1,6 3,1 12,5 1,1
Sp-28 2,2 0,8 1,6 1,1 1,6 1,6 2,2 4,4 6,3 1,1 1,6 0,8 6,3 1,1
Sp-30 12,5 25,0 4,4 8,8 1,6 17,7 35,4 12,5 8,8 1,6 6,3 12,5 1,6
Sp-32 3,1 2,2 2,2 3,1 4,4 3,1 6,3 2,2 3,1 3,1 4,4 3,1
EU-2 8,8 17,7 8,8 12,5 35,4 8,8 8,8 4,4 3,1 4,4 2,2
EU-5 8,8 2,2 6,3 35,4 17,7 2,2 1,1 2,2 8,8 2,2
EU-6 6,3 12,5 12,5 8,8 1,1 1,6 1,6 6,3 2,2
EU-7 1,6 17,7 12,5 3,1 4,4 1,6 6,3 3,1
EU-9 12,5 25,0 8,8 8,8 12,5 35,4 3,1
EU-11 35,4 4,4 3,1 25,0 8,8 17,7
EU-12 6,3 25,0 25,0 17,7 2,2
EU-15 3,1 2,2 6,3 2,2
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Coeficiente de similitud antigénica (R)
 
Valores R ≤ 25 fueron considerados no significativos, por lo que  no se encuentran dibujados en la escala 
 
 
En esta Figura se observa que no existe un agrupamiento claro de los aislados del 
VSRRP, de tal forma, que podemos descubrir entre los 29 aislados en estudio un total 
de 19 grupos que representan valores R iguales o inferiores a 25. Así, con el límite 
establecido de R ≤ 25 sólo 5 de los 19 grupos presentan más de un aislado, estando los 
14 grupos restantes compuestos por un solo aislado. Aún siendo más restrictivos en la 
relación antigénica entre aislados, con un valor R ≤ 10, se siguen obteniendo 9 grupos 
compuestos por un solo aislado. 
 
Finalmente, y debido al gran número de grupos formados por un solo aislado, no 
fue posible relacionar dichos grupos con el origen geográfico de los aislados. Aunque ni 
siquiera en los cinco grupos constituidos por más de un aislado se observó una relación 
geográfica entre ellos, estando tres de ellos formados indistintamente por aislados 







4.1.9. Correlación antigénica y genómica de los aislados del VSRRP 
 
4.1.9.1. Árbol filogenético 
 
En la Figura 7 se muestra el árbol filogenético construido a partir de las 
identidades en la secuencia de la ORF5 de los aislados del VSRRP para los que se 
calculó el coeficiente de similitud antigénica. Al comparar los resultados de esta Figura 
con los correspondientes a la distribución antigénica (Figura 6) no fue posible encontrar 
ninguna correspondencia evidente. Sólo parecen agruparse de forma similar en los 
árboles filogenético y antigénico los aislados españoles Sp-3, Sp-5, Sp-6, Sp-13, Sp-24 
y Sp-32, estando los demás aislados agrupados de forma independiente en ambos 
árboles, máxime cuando en el agrupamiento antigénico existen tantos grupos 
independientes formados por un solo aislado. 
 
4.1.9.2. Porcentaje de homología en la secuencia nucleotídica y aminoacídica de la 
ORF5 y GP5 de los aislados del VSRRP 
 
Se secuenció la ORF5 de todos los aislados incluidos en el estudio a excepción de 
los aislados españoles Sp-35 y Sp-37, de los cuales no fue posible la amplificación de 
dicho fragmento con ninguno de los cebadores utilizados en la RT-PCR (véase apartado 
3.3.6.1 de Material y Métodos). Todas las ORFs procedentes de aislados pertenecientes 
al genotipo europeo estaban compuestas por 606 nucleótidos, mientras que las 
procedentes de aislados del genotipo americano estaban compuestas por 603 
nucleótidos. Además, la secuencia de nucleótidos se utilizó para predecir la secuencia 
de la GP5, estando compuesta por 201 aminoácidos en el caso de los aislados 
pertenecientes al genotipo europeo y por 200 aminoácidos en el caso de los aislados 
pertenecientes al genotipo americano. 
 
Los resultados obtenidos de la comparación del porcentaje de homología en las 
secuencias de nucleótidos y de aminoácidos entre los diferentes aislados se muestran en 








Figura 7. Árbol filogenético construido a partir de la secuencia de la ORF5 de los 




































































Tabla 12.1. Porcentaje de homología en las secuencias de nucleótidos y de aminoácidos de la ORF5 y de la GP5 de los diferentes aislados 
 
Aislado Sp-2 Sp-3 Sp-4 Sp-5 Sp-6 Sp-7 Sp-12 Sp-13 Sp-15 Sp-16 Sp-20 Sp-22 Sp-24 Sp-26 Sp-27 Sp-28 Sp-29 Sp-30 Sp-31 Sp-32 Sp-33 Sp-34 Sp-36 Sp-38 Sp-39
Sp-2 ID 97,8 93,2 97,8 97,8 97 93,2 99,8 90,7 88,2 98,6 93,5 99,6 94 90,4 87,4 91,9 90 89,9 97,8 99 90,2 90,4 97,1 99,6
Sp-3 96,0 ID 92,2 96,3 99,6 95,7 92,2 97,6 90 87,7 96,8 92,4 97,8 93,2 90 87,7 90,5 89,1 89,6 95,7 97,1 90,2 89,9 95,3 97,8
Sp-4 94,0 92,5 ID 92,7 92,4 93,7 96,5 93 93,5 87,9 92,9 89,9 92,9 90 93,2 86,6 93,5 92,5 92,5 91 92,2 93 88,7 90,9 93,5
Sp-5 97,5 95,0 93,5 ID 96,3 95,8 92,7 97,6 89,9 88,2 97,5 91,7 97,5 92,9 90,2 87,1 90,7 89,9 89,4 96,3 97,1 89,4 89,6 96 98,1
Sp-6 96,5 99,0 93,0 95,5 ID 95,8 92,4 97,6 90,2 87,9 97 92,4 97,8 93,3 90,2 87,6 90,7 89,2 89,4 95,7 97,1 90,4 90 95,3 97,8
Sp-7 96,0 93,5 94,0 94,5 94,0 ID 93,5 96,8 90,4 89,6 96,3 92,9 96,6 93,3 91,0 87,9 91,9 91,2 90,7 94,8 96,0 91,0 90,2 94,5 97,3
Sp-12 93,5 92,5 95,5 93,0 93,0 94,5 ID 93,0 92,9 87,6 92,9 89,9 92,9 90,5 93,3 86,7 93,0 92,4 91,7 91,4 92,2 92,0 88,9 91,2 93,5
Sp-13 99,5 95,5 93,5 97,0 96,0 95,5 93,0 ID 90,5 88,1 98,5 93,3 99,8 94,2 90,2 87,2 91,7 89,9 89,7 97,6 98,8 90,4 90,2 97,0 99,5
Sp-15 90,5 90,5 93,5 90,0 90,5 90,5 90,0 90,0 ID 86,6 90,7 87,1 90,4 88,2 90,5 85,3 90,9 89,1 89,6 89,9 90,4 90,0 87,4 89,7 90,7
Sp-16 90,5 88,5 92,0 90,0 89,0 92,5 93,5 90,0 87,0 ID 88,2 85,6 87,9 87,1 85,4 86,7 86,1 85,3 85,3 87,7 87,7 85,6 85,4 87,6 88,6
Sp-20 98,0 96,0 94,0 97,0 96,0 95,5 93,5 97,5 91,5 90,5 ID 92,2 98,3 93,3 90,0 87,1 91,2 89,7 89,6 96,8 98,0 89,9 89,7 96,8 98,6
Sp-22 92,0 89,0 88,0 90,0 89,5 90,0 88,5 91,5 84,5 87,5 90,0 ID 93,2 88,6 87,1 84,6 89,4 88,6 88,6 91,4 92,9 88,9 86,6 91,0 93,2
Sp-24 99,0 96,0 93,0 97,0 96,5 95,0 92,5 99,5 90,0 89,5 97,0 91,0 ID 94,0 90,0 87,1 91,5 89,7 89,6 97,5 98,6 90,2 90,0 96,8 99,3
Sp-26 94,5 91,5 92,0 93,0 92,0 95,0 92,0 95,0 89,0 89,0 94,0 86,5 94,5 ID 89,6 85,1 89,7 88,7 88,1 92,5 93,0 88,1 88,6 92,2 94,3
Sp-27 91,5 90,5 93,5 92,0 91,0 93,0 92,5 91,5 88,5 89,5 91,5 86,0 91,0 91,5 ID 84,9 92,5 92,4 92,4 89,2 89,4 88,6 88,4 89,1 90,7
Sp-28 86,5 86,0 86,0 86,0 85,5 86,0 85,5 86,0 87,0 85,5 87,0 84,0 85,5 84,0 84,0 ID 85,9 84,6 85,3 86,9 86,4 84,1 83,9 86,7 87,4
Sp-29 93,0 91,5 94,5 92,0 92,0 93,5 93,5 92,5 91,0 91,0 92,5 88,0 92,0 92,0 90,5 86,5 ID 91,4 90,7 90,9 90,9 89,9 86,6 90,7 92,2
Sp-30 91,5 89,5 93,0 90,5 90,0 94,0 91,5 91,0 88,0 88,5 91,5 87,0 90,5 91,5 89,5 83,0 90,0 ID 96,5 88,2 89,1 88,6 86,7 87,9 90,4
Sp-31 91,5 90,5 93,5 91,0 90,0 92,0 90,0 91,0 89,5 88,0 92,5 87,0 90,5 90,0 91,0 85,5 89,0 95,0 ID 88,1 88,9 88,9 87,4 88,1 89,9
Sp-32 99,0 95,5 93,0 97,5 96,0 95,0 92,5 98,5 90,5 89,5 97,0 91,0 98,5 93,5 90,5 85,5 92,0 90,5 90,5 ID 97,1 88,7 88,6 98,8 97,5
Sp-33 98,0 95,5 92,0 96,5 96,0 94,0 92,0 97,5 89,5 88,5 96,0 91,5 97,5 92,5 89,5 85,5 91,0 90,0 89,5 98,0 ID 89,6 89,4 96,5 98,6
Sp-34 90,5 89,5 93,5 89,5 90,0 91,5 91,0 91,0 89,0 88,0 90,0 86,5 90,5 90,5 89,5 82,5 91,5 90,0 89,5 89,5 89,5 ID 85,6 88,6 90,5
Sp-36 88,5 87,0 88,0 88,5 87,5 89,0 88,0 88,0 86,0 86,5 88,0 84,5 87,5 87,0 88,0 81,0 87,0 85,0 86,0 87,5 86,5 85,0 ID 88,4 90,7
Sp-38 98,0 96,5 93,0 97,0 96,5 95,0 92,5 97,5 92,0 89,5 98,0 90,5 97,5 93,0 90,5 86,5 92,0 90,5 91,5 98,0 97,0 89,5 87,5 ID 97,1
Sp-39 99,5 96,0 94,5 98,0 96,5 96,5 94,0 99,0 90,5 91,0 98,0 91,5 98,5 95,0 92,0 86,5 93,5 92,0 91,5 98,5 97,5 91,0 89,0 98,0 ID
EU-2 92,5 91,0 93,0 92,0 91,5 93,5 93,0 92,0 89,0 89,0 92,0 87,0 91,5 92,0 89,0 82,5 90,5 91,0 89,0 91,5 91,0 90,5 88,0 91,5 93,0
EU-3 93,0 91,5 91,5 94,0 92,0 94,5 93,0 92,5 89,0 90,5 92,5 88,5 92,5 91,5 90,5 84,5 91,0 89,0 88,5 93,0 92,0 88,5 91,0 93,0 93,5
EU-4 91,5 89,5 89,5 91,5 90,0 93,0 91,0 91,0 87,0 88,5 91,0 87,5 91,0 90,0 88,5 82,5 89,0 87,5 87,0 91,5 90,5 86,5 89,0 91,5 92,0
EU-5 93,5 91,0 91,5 92,5 91,5 95,0 93,0 93,0 88,0 91,0 93,0 89,0 92,5 92,0 90,5 84,5 91,0 89,5 89,0 92,5 91,5 88,5 90,5 92,5 94,0
EU-6 93,5 90,5 92,0 92,5 91,0 94,0 92,5 93,0 88,5 90,0 93,0 89,0 92,5 92,0 90,5 85,0 90,5 88,5 89,5 92,5 91,5 88,0 89,0 92,0 94,0
EU-7 92,0 89,5 91,5 91,0 90,0 92,5 92,5 91,5 87,5 94,0 91,5 86,5 91,0 90,5 88,5 86,0 90,5 88,5 88,0 91,0 90,0 88,5 86,0 90,5 92,5
EU-8 92,0 89,5 91,5 91,0 90,0 92,5 92,5 91,5 87,5 94,0 91,5 86,5 91,0 90,5 88,5 86,0 90,5 88,5 88,0 91,0 90,0 88,5 86,0 90,5 92,5
EU-9 91,0 89,0 91,0 91,0 89,5 90,5 89,5 90,5 90,0 87,0 90,5 87,5 90,0 89,0 87,5 85,0 90,5 86,5 86,5 90,0 89,0 88,0 87,0 90,0 91,5
EU-11 92,0 90,5 90,0 92,0 91,0 93,5 91,5 91,5 87,5 90,0 91,5 87,5 91,5 90,5 90,0 83,0 89,5 88,0 87,5 92,0 91,0 88,0 90,0 92,0 92,5
EU-12 91,0 88,5 90,5 91,0 89,0 91,5 91,0 90,5 86,5 88,0 91,5 84,5 90,0 89,0 87,5 81,5 89,0 86,5 87,0 90,0 89,0 87,5 86,0 89,5 91,0
EU-14 92,5 89,5 89,5 91,0 90,0 89,0 89,0 92,0 86,0 86,5 91,0 90,0 91,5 88,5 87,0 83,0 90,0 86,0 85,5 91,5 91,5 86,5 85,0 90,5 92,0
EU-15 90,7 89,6 92,9 89,6 90,2 91,3 90,7 90,2 90,7 89,1 91,3 84,2 89,6 88,0 88,0 85,3 90,7 89,1 89,6 90,7 88,5 88,5 86,9 90,7 90,7
EU-16 88,0 85,8 90,2 88,0 86,4 88,0 86,9 87,5 87,5 85,3 87,5 83,6 86,9 88,0 87,5 81,5 87,5 84,7 86,4 86,9 86,9 85,8 88,5 86,9 88,5
EU-17 89,0 87,0 88,5 88,5 87,5 90,5 88,5 88,5 87,5 87,5 88,5 85,0 88,0 89,0 87,0 83,0 88,0 86,5 86,0 88,0 87,0 85,5 86,0 88,0 89,5
EU-18 92,0 90,0 91,5 92,0 90,5 92,5 90,0 91,5 88,0 89,0 91,5 88,0 91,0 89,5 89,5 84,0 91,0 89,5 90,5 91,0 90,0 88,5 88,5 91,0 92,5
AM-1 55,1 52,6 52,6 53,1 53,1 53,6 52,1 55,1 51,7 52,6 53,6 55,1 54,6 54,1 50,7 50,2 53,1 53,1 52,6 54,1 53,1 52,1 54,6 53,6 54,6
AM-2 56,0 53,6 54,6 54,1 54,1 56,5 54,6 55,6 54,1 55,1 55,1 55,6 55,1 56,0 52,6 50,7 55,1 55,1 54,6 55,1 54,1 54,1 56,0 54,6 55,6
AM-3 56,0 53,1 53,1 54,1 53,6 54,1 52,1 56,0 52,1 52,6 54,1 55,6 55,6 54,6 51,2 51,2 53,6 53,6 53,1 55,1 54,6 52,6 54,1 54,6 55,6
AM-4 56,0 54,6 55,1 54,1 54,6 55,6 55,1 56,0 54,6 54,6 54,6 57,0 55,6 55,6 53,1 52,1 54,6 56,0 55,1 55,1 54,6 54,1 56,0 54,6 55,6
AM-5 56,0 54,6 55,1 54,1 54,6 55,6 55,1 56,0 54,6 54,6 54,6 57,0 55,6 55,6 53,1 52,1 54,6 56,0 55,1 55,1 54,6 54,1 56,0 54,6 55,6
AM-6 55,6 54,1 54,6 53,6 54,1 55,1 54,6 55,6 54,1 54,1 54,1 56,5 55,1 55,1 53,1 51,7 54,1 55,6 54,6 54,6 54,1 53,6 55,6 54,1 55,1
AM-7 55,1 54,6 54,6 54,1 54,6 55,6 54,6 55,1 54,1 54,1 54,1 55,6 55,6 53,6 52,6 49,7 53,6 54,6 53,6 54,6 54,1 53,1 54,6 54,1 54,6
AM-8 55,1 53,1 54,1 53,1 53,6 54,6 53,6 55,1 53,6 53,6 53,6 55,1 54,6 55,1 52,1 50,7 53,6 55,1 54,1 54,1 53,6 53,1 55,1 53,6 54,6
AM-9 53,6 53,1 53,6 53,6 53,1 54,1 53,6 53,6 52,6 54,1 52,6 54,1 53,1 53,6 52,1 49,7 53,6 53,1 51,7 52,6 52,1 52,1 55,6 52,6 54,1









Tabla 12.2. Porcentaje de homología en las secuencias de nucleótidos y de aminoácidos de la ORF5 y de la GP5 de los diferentes aislados 
 
Aislado EU-2 EU-3 EU-4 EU-5 EU-6 EU-7 EU-8 EU-9 EU-11 EU-12 EU-14 EU-15 EU-16 EU-17 EU-18 AM-1 AM-2 AM-3 AM-4 AM-5 AM-6 AM-7 AM-8 AM-9 AM-10
Sp-2 91,9 94,3 93,8 94,5 94 89,6 89,4 91,9 93,2 90,9 91,2 88,9 86,4 86,9 87,1 61 61,3 61,3 60,1 60,1 60 59,7 59,8 59,8 61,6
Sp-3 90,5 93 92,9 93,2 92,5 88,7 88,6 90,7 92,2 89,7 89,7 88,4 85,5 86,1 85,9 60,1 60,1 60,1 59,7 59,7 59,5 59,0 59,2 59,3 60,8
Sp-4 90,9 93 91,9 93,2 91,7 88,4 88,2 90,2 91,5 88,7 90,2 88,4 86,9 86,4 86,6 60 60,5 60 59,8 59,8 59,7 59,8 60,0 59,7 60,6
Sp-5 91,0 94,2 93,0 93,7 92,9 89,2 89,1 91,0 92,7 91,0 89,7 88,6 85,7 86,3 86,3 59,5 59,8 59,8 58,4 58,4 58,2 58,5 58,4 59,3 60,1
Sp-6 90,7 93,2 93,0 93,3 92,7 88,9 88,7 90,9 92,4 89,9 89,7 88,6 85,7 86,3 86,1 60,3 60,3 60,1 59,7 59,7 59,5 59,0 59,3 59,3 61,0
Sp-7 91,5 95,3 94,8 95,5 94,7 90,9 90,7 91,9 94,2 91,0 90,7 88,6 86,7 87,1 86,9 60,0 61,0 60,0 59,5 59,5 59,3 59,5 58,8 59,2 60,6
Sp-12 90,7 93,2 92,0 93,3 91,5 88,6 88,7 89,9 91,7 88,7 89,6 88,2 85,3 85,9 86,7 59,8 60,5 59,7 59,7 59,7 59,5 59,5 59,8 59,7 60,3
Sp-13 91,7 94,2 93,7 94,3 93,8 89,4 89,2 91,7 93,0 90,7 91,0 88,7 86,2 86,7 86,9 61,1 61,1 61,4 60,0 60,0 59,8 59,5 59,7 59,7 61,8
Sp-15 88,4 90,4 89,2 90,2 89,7 87,2 87,1 88,7 89,1 85,6 87,7 87,5 84,9 85,4 85,6 59,8 60,5 59,8 60,6 60,6 60,5 59,5 61,0 59,3 60,5
Sp-16 85,9 88,4 87,9 88,2 88,6 91,5 91,4 86,9 88,1 88,1 85,1 88,6 85,3 84,4 85,3 61,1 61,8 61,1 61,9 61,9 61,8 61,4 61,1 61,4 61,4
Sp-20 91,9 93,7 93,2 93,8 93,7 89,4 89,2 91,2 92,5 90,7 89,9 88,9 85,7 86,6 86,4 60,5 60,8 60,5 59,3 59,3 59,2 59,2 59,0 59,3 61,1
Sp-22 89,1 90,4 89,9 90,5 89,7 86,6 86,4 88,7 89,4 85,9 89,4 84,2 83,0 83,8 85,8 61,6 61,4 61,9 60,6 60,6 60,5 60,0 60,0 60,0 62,2
Sp-24 91,5 94,0 93,5 94,2 93,7 89,2 89,1 91,5 92,9 90,5 90,9 88,6 86,0 86,6 86,7 61,0 61,0 61,3 59,8 59,8 59,7 59,7 59,5 59,5 61,6
Sp-26 90,0 91,0 90,9 91,5 90,9 87,6 87,4 89,9 90,0 88,9 87,9 86,7 84,0 85,3 85,4 60,5 60,8 60,5 59,8 59,8 59,7 59,7 59,3 59,7 61,1
Sp-27 87,9 90,2 89,1 90,4 89,1 85,8 85,9 87,2 89,2 85,8 87,7 85,7 82,4 84,6 84,9 58,4 58,4 58,4 59,0 59,0 58,8 58,7 58,5 58,2 59,0
Sp-28 84,4 87,1 85,9 86,9 86,6 87,4 87,6 86,6 85,3 84,8 84,6 85,3 84,2 83,6 83,3 58,8 58,5 58,8 59,2 59,2 59,0 58,4 58,0 58,4 58,8
Sp-29 89,2 90,7 89,6 90,9 89,4 87,4 87,6 89,4 89,4 86,6 88,4 85,3 84,0 85,8 85,6 61,3 61,6 61,3 60,5 60,5 60,3 60,5 60,5 60,1 61,6
Sp-30 88,4 89,9 88,7 90,0 88,6 86,9 86,7 86,9 89,2 85,9 87,4 86,2 83,5 84,9 85,4 59,0 59,2 59,0 58,8 58,8 58,7 58,7 59,5 59,2 59,7
Sp-31 87,6 89,4 88,6 89,6 88,7 86,7 86,6 87,1 88,7 85,8 87,1 85,8 84,0 84,8 86,3 59,8 60,3 59,8 59,2 59,2 59,0 59,7 60,0 58,2 60,5
Sp-32 89,7 92,9 92,4 92,7 92,2 88,7 88,9 90,7 91,7 89,7 90,0 87,3 84,2 85,4 85,9 60,6 60,6 60,6 59,8 59,8 59,7 59,5 59,2 59,2 61,0
Sp-33 90,9 93,7 93,2 93,5 93,0 88,9 88,7 90,9 92,5 89,9 90,5 88,0 86,0 85,9 86,4 60,0 60,3 60,3 59,2 59,2 59,0 58,7 59,0 58,8 60,6
Sp-34 88,6 89,4 88,9 89,6 88,4 86,3 86,1 87,9 88,2 86,9 86,7 84,8 83,7 83,8 84,3 60,8 61,1 61,1 60,6 60,6 60,5 59,7 60,3 60,1 61,1
Sp-36 86,4 91,9 91,4 91,7 90,5 86,6 86,4 87,9 91,2 86,7 87,2 85,7 86,0 84,9 85,9 61,0 59,8 60,3 60,1 60,1 60,0 59,0 60,8 61,6 61,0
Sp-38 89,4 92,5 92,0 92,4 91,9 88,4 88,6 90,4 91,4 89,4 89,4 86,9 84,2 85,3 86,1 60,0 60,0 60,0 59,2 59,2 59,0 58,8 58,5 58,8 60,3
Sp-39 92,2 94,7 94,2 94,8 94,3 89,9 89,7 92,2 93,5 91,0 90,9 88,9 86,7 87,2 87,4 60,6 61,0 61,0 59,8 59,8 59,7 59,3 59,5 60,1 61,3
EU-2 ID 90,5 89,4 90,5 89,6 86,3 86,1 88,9 88,9 87,4 86,4 84,0 84,0 85,3 84,9 59,5 60,8 59,5 59,3 59,3 59,2 59,5 59,3 59,7 60,5
EU-3 91,5 ID 98,1 99,1 97,0 89,6 89,4 92,2 97,8 89,9 91,5 87,7 86,7 86,3 87,7 61,1 61,1 61,1 60,6 60,6 60,5 59,5 60,5 60,1 61,8
EU-4 89,0 97,5 ID 98,0 97,1 89,4 89,2 91,4 97,3 89,7 90,7 87,3 86,4 85,4 86,6 60,8 60,8 60,8 60,0 60,0 59,8 59,2 59,8 59,5 61,4
EU-5 91,0 98,5 97,0 ID 97,1 89,4 89,2 92,2 97,6 89,7 91,7 88,0 86,4 86,3 87,4 61,8 61,8 61,8 60,8 60,8 60,6 59,8 60,8 60,5 62,4
EU-6 90,0 96,5 96,0 97,0 ID 89,7 89,6 92,4 96,2 89,7 90,7 87,5 86,6 84,8 86,4 61,3 61,3 61,3 60,5 60,5 60,3 59,3 60,3 60,1 61,9
EU-7 90,0 90,0 88,0 90,5 91,0 ID 99,8 87,1 89,1 87,9 87,6 88,2 86,9 85,3 85,4 60,8 60,8 60,5 61,1 61,1 61,0 60,5 60,5 60,8 60,5
EU-8 90,0 90,0 88,0 90,5 91,0 100,0 ID 87,2 88,9 87,7 87,4 88,0 86,7 85,1 85,6 60,6 60,6 60,3 61,0 61,0 60,8 60,3 60,3 60,6 60,3
EU-9 89,5 90,0 88,0 89,5 89,5 87,0 87,0 ID 90,7 87,7 87,9 85,3 84,6 84,9 87,1 61,1 60,5 61,1 60,6 60,6 60,5 60,3 60,3 60,3 61,4
EU-11 89,5 98,0 96,5 98,0 95,5 89,5 89,5 88,0 ID 89,1 90,4 88,0 87,3 85,4 86,9 61,3 61,3 61,3 60,3 60,3 60,1 59,7 60,6 60,0 61,9
EU-12 89,0 89,0 86,5 88,5 88,5 90,0 90,0 86,5 87,0 ID 85,9 86,7 85,1 84,4 84,3 60,5 60,8 60,5 59,5 59,5 59,3 60,5 59,3 59,7 60,8
EU-14 87,0 87,0 85,0 87,0 87,0 87,0 87,0 86,0 85,5 86,0 ID 85,3 82,8 82,0 83,4 60,8 60,3 60,8 59,7 59,7 59,5 59,2 59,5 58,8 61,4
EU-15 88,5 89,1 87,5 89,6 88,0 88,5 88,5 86,9 88,0 87,5 86,9 ID 86,9 86,2 86,2 60,3 60,1 60,3 61,0 61,0 60,8 60,4 60,6 60,8 61,2
EU-16 86,4 86,9 85,8 86,9 86,9 85,8 85,8 88,0 86,4 86,4 84,7 86,9 ID 88,4 87,7 61,3 60,4 60,6 61,3 61,3 61,2 59,9 61,5 60,4 61,0
EU-17 87,0 88,0 87,0 88,0 87,5 87,0 87,0 87,5 86,5 84,5 84,0 86,4 89,1 ID 89,1 57,6 57,9 57,6 58,7 58,7 58,5 57,9 57,7 58,2 58,0
EU-18 89,5 90,5 88,0 90,0 89,5 89,0 89,0 91,0 88,5 87,0 86,5 89,1 90,7 90,5 ID 60,0 59,3 60,0 60,6 60,6 60,5 57,9 60,1 59,7 60,3
AM-1 54,1 52,6 52,6 53,6 52,6 53,1 53,1 54,1 53,6 52,1 52,1 53,4 54,5 51,7 52,1 ID 94,0 97,5 90,3 90,3 90,2 85,5 91,3 89,7 96,6
AM-2 56,0 55,6 55,6 56,5 55,6 56,0 56,0 55,6 56,5 55,1 53,6 56,1 55,6 53,6 53,6 93,0 ID 95,1 89,0 89,0 88,8 86,2 89,3 88,3 94,3
AM-3 54,6 53,1 53,1 54,1 53,1 53,1 53,1 54,6 54,1 52,6 53,1 54,0 54,0 51,7 52,6 96,0 93,5 ID 90,8 90,8 90,7 86,4 91,5 90,3 97,1
AM-4 57,0 54,6 54,6 55,1 54,6 55,1 55,1 55,1 55,1 54,6 53,1 55,0 55,0 53,1 53,1 89,5 89,0 90,0 ID 1 99,8 87,3 91,2 89,8 89,8
AM-5 57,0 54,6 54,6 55,1 54,6 55,1 55,1 55,1 55,1 54,6 53,1 55,0 55,0 53,1 53,1 89,5 89,0 90,0 100,0 ID 99,8 87,3 91,2 89,8 89,8
AM-6 56,5 54,1 54,1 54,6 54,1 54,6 54,6 54,6 54,6 54,1 52,6 54,5 54,5 52,6 52,6 89,0 88,5 89,5 99,5 99,5 ID 87,2 91,0 89,7 89,7
AM-7 55,1 53,6 54,1 54,1 53,6 54,6 54,6 53,1 54,6 55,1 54,1 55,6 54,5 52,1 52,1 83,5 86,5 84,5 88,0 88,0 87,5 ID 87,0 86,2 85,4
AM-8 55,6 53,6 53,6 54,6 53,6 54,1 54,1 54,1 54,6 53,6 52,1 54,5 54,5 52,1 52,1 92,5 91,5 92,5 94,5 94,5 94,0 88,0 ID 89,0 91,0
AM-9 55,1 54,1 53,1 54,1 53,1 54,6 54,6 54,6 54,1 53,6 51,7 54,0 55,0 52,1 52,6 87,5 87,5 87,5 91,0 91,0 90,5 85,5 89,5 ID 89,3








No se encontró ninguna relación entre el porcentaje de homología en la secuencia 
de nucleótidos y aminoácidos de la ORF5 y la GP5 respectivamente de los aislados 
utilizados en la producción de sueros hiperinmunes y la reactividad cruzada de dichos 
sueros (Tablas 9, 10, 12.1 y 12.2). Así, los aislados españoles Sp-4 y Sp-28, cuyos 
sueros hiperinmunes monoespecíficos fueron muy similares en su escasa capacidad de 
neutralización heteróloga, presentaron porcentajes de homología del 86,6% en la 
secuencia nucleotídica y del 86% en la aminoacídica. Por otro lado, los sueros 
hiperinmunes producidos frente a los aislados españoles Sp-3 y Sp-32, mostraron 
diferencias significativas en la capacidad de neutralización heteróloga (Tabla 9 y 10; 
Figuras 2.1 y 2.26), de casi 4 log2 frente a la totalidad de aislados, presentando, sin 
embargo, un porcentaje de homología del 95,7% y del 95,5% en la secuencia de 
nucleótidos y aminoácidos de la ORF5 y de la GP5 respectivamente. 
 
Al igual que en el caso anterior, tampoco se pudo relacionar el porcentaje de 
homología en la secuencia de nucleótidos y aminoácidos de la ORF5 de los aislados 
utilizados con la susceptibilidad a la neutralización heteróloga de los mismos, 
existiendo aislados con porcentajes de homología muy altos que mostraron 
comportamientos muy diferentes en la neutralización heteróloga, y aislados alejados 
genómicamente con una susceptibilidad a la neutralización cruzada muy similar. De este 
modo, los aislados españoles Sp-2 y Sp-38, cuyos porcentajes de homología en la ORF5 
y en la GP5 se situaron en un 97,1% y un 98% respectivamente, fueron notablemente 
diferentes en su susceptibilidad a la neutralización heteróloga, estando el primero entre 
los aislados más susceptibles, y siendo el segundo el aislado menos susceptible de todos 
los pertenecientes al genotipo europeo (Tablas 13 y 14; Figuras 10.1 y 10.16). Por el 
contrario, aislados con un porcentaje de homología escaso, de un 84% en la GP5, como 
el Sp-28 y el EU-18, se neutralizaron a títulos similares por todos los sueros 
hiperinmunes (Tablas 13 y 14; Figura 10.13). 
 
4.1.9.3. Estudio de correlación entre los sitios potenciales de N-glicosilación y la 
neutralización heteróloga de los aislados del VSRRP 
 
Debido a que se ha postulado que la existencia de sitios potenciales de N-
glicosilación en el ectodominio de la GP5 podría tener una cierta influencia en el 
desarrollo de AN, ya que los azúcares que rodean estas posiciones pueden ejercer de 
escudo protector y ocultar los epítopos neutralizantes a la acción del sistema inmune 
(Ansari et al., 2006), se ha incluido en el estudio genómico un análisis de los posibles 
sitios de N-glicosilación en la GP5 de los aislados del VSRRP incluidos en el estudio. 
 
Los sitios potenciales de N-glicosilación fueron determinados en todas las 
secuencias de la GP5 obtenidas y se muestran en las Figuras 8.1 y 8.2, en las que se 
incluyen también las secuencias de las cepas de referencia para el genotipo europeo y 
americano, Lelystad y VR-2332 respectivamente. Todos los aislados pertenecientes al 
genotipo europeo, poseen dos sitios de N-glicosilación localizados en las posiciones 46-
48 y 53-55, a excepción del aislado EU-2 donde se sustituye el sitio de N-glicosilación 
de la posición 46-48 por otro localizado en la posición 33-35. Sólo en 7 aislados se 
observó un tercer sitio potencial de N-glicosilación, localizado en la posición 35-37 en 
los aislados españoles Sp-2, Sp-13, Sp-24 y Sp-32, y en el aislado polaco EU-14; en la 
posición 36-38 en el aislado español Sp-3; y en la posición 37-39 en el aislado Sp-6. 
En el caso de los aislados pertenecientes al genotipo americano, se observaron dos 
sitios potenciales de N-glicosilación conservados en todos los aislados analizados en las 
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posiciones 44-45 y 51-53. Además se observó un tercer sitio potencial de N-




Figura 8.1. Alineamiento de la región de la GP5 de los aislados de genotipo 
americano que contiene los sitios potenciales de N-glicosilación 
 
                 10         20         30         40         50         60                 
        ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
VR2332  MLEKCLTAGC YSQLLSLWCI VPFCFAVLVN ASNDSSSHLQ LIYNLTLCEL NGTDWLANKF   
AM-1a   MLEKCLTAGC CSRLLSLWCI VPFCFAVLAN ASNSSSSHLQ LIYNLTLCEL NGTDWLADRF   
AM-2a   MLGKCLTAGC CSRLLSLWCI VPFCLAVLVN ASNGSSSHLQ LIYNLTLCEL NGTDWLANRF   
AM-3a   MLEKCLTAGC CSQLLSLWCI VPFCFAVLAN ASNDSSSHLQ LIYNLTLCEL NGTDWLANKF   
AM-4a   MLGRCLTAGC CSRLLSLWCI VPFCFAALVN ANSNSSSHLQ LIYNLTLCEL NGTDWLKDKF   
AM-5a   MLGRCLTAGC CSRLLSLWCI VPFCFAALVN ANSNSSSHLQ LIYNLTLCEL NGTDWLKDKF   
AM-6a   MLGRCLTAGC CSRLLSLWCI VPFCFAALVN ANSNSSSHLQ LIYNLTLCEL NGTDWLKDKF   
AM-7a   MLGKCLTAGY CSQLPFLWCI VPFCLAALVN ADSNSSSHLQ LIYNLTICEL NGTDWLNNHF   
AM-8a   MLGKCLTAGC CSRLLSLWCI VPFCFAVLVN ASYSSSSHLQ LIYNLTLCEL NGTDWLANKF   
AM-9a   MLGKCLTAGC CSPLLFLWCI VPSCFVAPVN ANRNDSSKLQ LIYNLTLCEL NGTDWLADRF   
AM-10a  MLEKCLTAGC CSRLLSLWCI VPFCFAVLAN ASNSSSSHLQ LIYNLTLCEL NGTDWLANRF    
 
 
No se pudo establecer ninguna relación entre el número de sitios potenciales de 
N-glicosilación presentes en la secuencia de aminoácidos de la GP5 y la susceptibilidad 
o resistencia a la neutralización heteróloga de los diversos aislados. Así, en el grupo de 
aislados de genotipo europeo que tienen dos sitios potenciales de N-glicosilación nos 
encontramos con aislados con una alta susceptibilidad a la neutralización cruzada, como 
el Sp-4, Sp-20 y EU-11 (Tablas 13 y 14; Figuras 10.1 y 10.2), y con aislados resistentes, 
como es el caso del Sp-28, Sp-15 y EU-18 (Tablas 13 y 14; Figuras 10.13 y 10.15). Del 
mismo modo, en los aislados que poseen tres sitios de N-glicosilación se encontraron 
aislados susceptibles, como el Sp-2 y Sp-32 (Tablas 13 y 14; Figuras 10.1 y 10.4), y 
aislados de baja susceptibilidad, como el Sp-3 y el EU-14 (Tablas 13 y 14; Figuras 
10.11 y 10.13). 
 
En el caso de los aislados de genotipo americano, debido a la pobre neutralización 
heteróloga registrada en todos ellos, tampoco se pudo encontrar ninguna relación entre 
los sitios de N-glicosilación y la susceptibilidad a la neutralización cruzada. 
 
Para finalizar, tampoco se pudieron relacionar el número y localizacón de los 
sitios de N-glicosilación con la capacidad de neutralización heteróloga de los sueros 
monoespecíficos. Así, por ejemplo, entre los sueros hiperinmunes con gran capacidad 
neutralizante nos encontramos algunos producidos frente a aislados con dos sitios 
potenciales de N-glicosilación, como EU-12, y otros, con tres sitios potenciales de N-








Figura 8.2. Alineamiento de la región de la GP5 de los aislados de genotipo 
europeo que contiene los sitios potenciales de N-glicosilación 
 
                   10         20         30         40         50         60                 
          ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
Lelystad  MRCSHKLGRF LTPHSCFWWL FLLCTGLSWS FADGNGDSST YQYIYNLTIC ELNGTDWLSS   
Sp-2a     MRCSHKLERF LTPHSCFWWL FLLCTGLSWS FVDGNDSSST YQYIYNLTIC ELNGTEWLSS   
Sp-3a     MRCSHKLERF LTPHSCFWWP FLLCTGLSWS FVDGDNNSPT YQYIYNLTIC ELNGTNWLSS   
Sp-4a     MRCSHKLVRF LTPHSYFWWL FLLCTGLSWS FADGNGDSST YQYIYNLTIC ELNGTAWLSS   
Sp-5a     MRCSHKLERF LTPHSCFWWF FLLCTGLSWS FVDGNDDSST YQYIYNLTIC ELNGTEWLSS   
Sp-6a     MRCSHKLERF LTPHSCFWWP FLLCTGLSWS FVDGDINSST YQYIYNLTIC ELNGTNWLSS   
Sp-7a     MRCSHKLGRF LTLHSCFWWL FLLCTGLSWS FADGNGDSST YQYIYNLTIC ELNGTDWLSS   
Sp-12a    MRCSHKLGRF LTPHSCFWWL FLLCTGLSWS FADGSGDSST YQYIYNLTIC ELNGTAWLSS   
Sp-13a    MRCSHKLERF LTPHSCFWWL FLLCTGLSWS FVDGNDSSST YQYIYNLTIC ELNGTEWLSS   
Sp-15a    MRCSHRLGRF LTPYSYFWWF FLLCTGLSWS FADGNGNSLT YQYIYNLTIC ELNGTTWLTS   
Sp-16a    MRCSHKLGCF LTPHSCFWWL FLLCTGLSWS FADGNGDSST YQYIYNLTIC ELNGTAWLSD   
Sp-20a    MRCSHKLERF LTPHSCFWWL FLLCTGLSWS FVDGNGNSLT YQYIYNLTIC ELNGTEWLSS   
Sp-22a    MRCSHKLERF LTPRSCFWWL FLLCIGWPWS FVDGSDSSST YQYIYNLTIC ELNGTHWLSD   
Sp-24a    MRCSHKLERF LTPHSCFWWP FLLCTGLSWS FVDGNDSSST YQYIYNLTIC ELNGTEWLSS   
Sp-26a    MRCSHKLGRF LISHSCFWWL SLLCTGLSWS FADGNGDSST YQYIYNLTIC ELNGTEWLAS   
Sp-27a    MRCSHKLGRF LIPHSCFWWL FLLCTGLSWS FADGNGDSST YQYIYNLTIC ELNGTAWLSS   
Sp-28a    MRCSHKLERF LTPRSCFWWL FLLCTGSSWS FADGNGNSPT YQYIYNLTIC ELNGTTWLPD   
Sp-29a    MRCSHKLERF LTQRSCFWWL FLLCTGLSWS FADGNGDSST YQYIYNLTIC ELNGTAWLSS   
Sp-30a    MRCSHKSVRF LTLHSCCWWL SLLCIGLSWS FADGSGDSST YQYIYNLTIC ELNGTDWLPS   
Sp-31a    MKCSHKSVRF LTPHSCCWWL SLLCIGLSWS FADGNGNSPT YQYIYNLTIC ELNGTSWLSS   
Sp-32a    MRCSHKLERF LTPHSCFWWF FFLCTGLSWS FVDGNDSSST YQYIYNLTIC ELNGTEWLSS   
Sp-33a    MRCSHKLERF LTPHSCFWWF FLLCTGLSWS FVDGDDSSST YQYIYNLTIC ELNGTEWLSS   
Sp-34a    MRCSHKLVRF STPHSYFWWL SLLCIGLSWS FADGNGDSST YQYIYNLTIC ELNGTTWLSS   
Sp-36a    MKCSHRLGRS LTPHSCSWWL FLLCTGLSWS FAGGNGDSST YQYIYNLTIC ELNGTAWLSG   
Sp-38a    MRCSHKLERF LTPHSCFWWF FLLCTGLSWS FVDGNDNSLT YQYIYNLTIC ELNGTGWLSS   
Sp-39a    MRCSHKLERF LTPHSCFWWL FLLCTGLSWS FVDGNDDSST YQYIYNLTIC ELNGTEWLSS   
EU-2a     MRCSHKLGRF LTPHSYSWWL SLLCTGLSWS FANGSGDSST YQYIYDLTIC ELNGTDWLSS   
EU-3a     MRCSHKLGRF LTPHSCFWWF FLLCTGLSWS FADGNGDSST YQYIYNLTIC ELNGTDWLSS   
EU-4a     MRCFHKLGRF LTPHSCFWWF FLLCTGLSWS FADGNGDSST YQYIYNLTIC ELNGTDWLSS   
EU-5a     MRCSHKLGLF LTPHSCFWWL FLLCTGLSWS FADGNGDSST YQYIYNLTIC ELNGTDWLSS   
EU-6a     MRCSHKLGRF LTPHSCFWWL FLLCTGLSWS FADGNGDSST YQYIYNLTIC ELNGTEWLSS   
EU-7a     MRCSHKSGCF LTPHSCFWWL FLLCTGLSWS FADGNGDSST YQYIYNLTIC ELNGTEWLSD   
EU-8a     MRCSHKSGCF LTPHSCFWWL FLLCTGLSWS FADGNGDSST YQYIYNLTIC ELNGTEWLSD   
EU-9a     MRCSHKLERF STPRSYFWWL FLLCTGLSWS FADGNGDSST SQYIYNLTVC ELNGTKWLFS   
EU-11a    MRCSHKLGCF LTPHSCFWWF FLLCTGLSWS FADGNGDSST YQYIYNLTIC ELNGTDWLSS   
EU-12a    MTCSRKLGRL LTPHFCFWWL FLLCTGLSWS FADGNGYSST HQYIYNLTIC ELNGTEWLSS   
EU-14a    MRCSHKLERF LIQRSCLWWL FLLYTGLPWS FVDGNDSSST YQYIYNLTIC ELNGTEWLSG   
EU-15a    --------XF LTPHSYFWWL FFLCTGLSWS FADGNGNSST YQYIYNLTIC ELNGTDWLSG   
EU-16a    --------XL LIPHSYFWWL FLLCTGLSWS FADGNGDSST HQFIYNLTIC ELNGTAWLSG   
EU-17a    MRCSHTLGRF LTPHSCFWWL FLLSTGLSWS FADGNGDSST YLYIYNLTIC ELNGTTWLHT   







4.1.9.4. Estudio de correlación entre la neutralización heteróloga y la variabilidad en 
el epítopo neutralizante de los aislados del VSRRP 
 
En la actualidad se sabe que el principal epítopo neutralizante descrito para este 
virus está en el ectodominio de la GP5, específicamente entre las posiciones 37 y 45 de 
los aislados americanos (Ostrowski et al., 2002; Plagemann, 2004a), y su equivalente en 
los aislados europeos que corresponde a las posiciones 39-47 (Plagemann, 2004b), 
habiéndose propuesto que cambios aminoacídicos, tanto en la zona que precede como 
en la zona inmediatamente posterior al epítopo neutralizante, podrían dar lugar a 
cambios conformacionales de la proteína que podrían determinar la inmunogenicidad 
del epítopo (Faaberg et al, 2006). Por ello se ha incluido en el estudio genómico un 
análisis del epítopo neutralizante de la GP5 de los aislados del VSRRP analizados en el 
estudio. 
 
La secuencia de aminoácidos del epítopo neutralizante se muestra en las Figuras 
9.1 y 9.2, en las que se muestran también las secuencias de las cepas de referencia para 
el genotipo europeo y americano, Lelystad y VR-2332 respectivamente. Esta secuencia 
no está totalmente conservada entre los aislados en estudio, aunque sí que se mantienen 
las posiciones T40, I44, Y45, N46 en todos los aislados de genotipo europeo, a excepción 
del aislado EU-2 donde se sustituye en la posición 46 la asparagina por ácido aspártico. 
Además, en 6 aislados españoles se observa la sustitución en la posición 39 del 
aminoácido serina, por prolina, en el caso de los aislados Sp-3, Sp-28 y Sp-31, y por 
leucina en los aislados Sp-15, Sp-20 y Sp-38. Además, se observaron también 
sustituciones en los aislados EU-12, EU-16 y EU-17 en las posiciones 41, 42 y 43. En el 
caso de los aislados del genotipo americano, el epítopo está conservado en todos ellos a 





Figura 9.1. Alineamiento de la región de la GP5 de los aislados de genotipo 
americano donde se encuentra la secuencia del epítopo neutralizante 
 
 
                 10         20         30         40         50         60                 
        ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
VR2332  MLEKCLTAGC YSQLLSLWCI VPFCFAVLVN ASNDSSSHLQ LIYNLTLCEL NGTDWLANKF   
AM-1a   .......... C.R....... ........A. ...S...... .......... .......DR.   
AM-2a   ..G....... C.R....... ....L..... ...G...... .......... ........R.   
AM-3a   .......... C......... ........A. .......... .......... ..........   
AM-4a   ..GR...... C.R....... ......A... .NSN...... .......... ......KD..   
AM-5a   ..GR...... C.R....... ......A... .NSN...... .......... ......KD..   
AM-6a   ..GR...... C.R....... ......A... .NSN...... .......... ......KD..   
AM-7a   ..G......Y C...PF.... ....L.A... .DSN...... ......I... ......N.H.   
AM-8a   ..G....... C.R....... .......... ..YS...... .......... ..........   
AM-9a   ..G....... C.P..F.... ..S..VAP.. .NRND..K.. .......... .......DR.   










Figura 9.2. Alineamiento de la región de la GP5 de los aislados de genotipo 
europeo donde se encuentra la secuencia del epítopo neutralizante 
 
 
                   10         20         30         40         50         60                 
          ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
Lelystad  MRCSHKLGRF LTPHSCFWWL FLLCTGLSWS FADGNGDSST YQYIYNLTIC ELNGTDWLSS   
Sp-2a     .......E.. .......... .......... .V...DS... .......... .....E....   
Sp-3a     .......E.. .........P .......... .V..DNN.P. .......... .....N....   
Sp-4a     .......V.. .....Y.... .......... .......... .......... .....A....   
Sp-5a     .......E.. .........F .......... .V...D.... .......... .....E....   
Sp-6a     .......E.. .........P .......... .V..DIN... .......... .....N....   
Sp-7a     .......... ..L....... .......... .......... .......... ..........   
Sp-12a    .......... .......... .......... ....S..... .......... .....A....   
Sp-13a    .......E.. .......... .......... .V...DS... .......... .....E....   
Sp-15a    .....R.... ...Y.Y...F .......... ......N.L. .......... .....T..T.   
Sp-16a    ........C. .......... .......... .......... .......... .....A...D   
Sp-20a    .......E.. .......... .......... .V....N.L. .......... .....E....   
Sp-22a    .......E.. ...R...... ....I.WP.. .V..SDS... .......... .....H...D   
Sp-24a    .......E.. .........P .......... .V...DS... .......... .....E....   
Sp-26a    .......... .IS....... S......... .......... .......... .....E..A.   
Sp-27a    .......... .I........ .......... .......... .......... .....A....   
Sp-28a    .......E.. ...R...... ......S... ......N.P. .......... .....T..PD   
Sp-29a    .......E.. ..QR...... .......... .......... .......... .....A....   
Sp-30a    ......SV.. ..L...C... S...I..... ....S..... .......... ........P.   
Sp-31a    .K....SV.. ......C... S...I..... ......N.P. .......... .....S....   
Sp-32a    .......E.. .........F .F........ .V...DS... .......... .....E....   
Sp-33a    .......E.. .........F .......... .V..DDS... .......... .....E....   
Sp-34a    .......V.. S....Y.... S...I..... .......... .......... .....T....   
Sp-36a    .K...R...S ......S... .......... ..G....... .......... .....A...G   
Sp-38a    .......E.. .........F .......... .V...DN.L. .......... .....G....   
Sp-39a    .......E.. .......... .......... .V...D.... .......... .....E....   
EU-2a     .......... .....YS... S......... ..N.S..... .....D.... ..........   
EU-3a     .......... .........F .......... .......... .......... ..........   
EU-4a     ...F...... .........F .......... .......... .......... ..........   
EU-5a     ........L. .......... .......... .......... .......... ..........   
EU-6a     .......... .......... .......... .......... .......... .....E....   
EU-7a     ......S.C. .......... .......... .......... .......... .....E...D   
EU-8a     ......S.C. .......... .......... .......... .......... .....E...D   
EU-9a     .......E.. S..R.Y.... .......... .......... S.......V. .....K..F.   
EU-11a    ........C. .........F .......... .......... .......... ..........   
EU-12a    .T..R....L ....F..... .......... ......Y... H......... .....E....   
EU-14a    .......E.. .IQR..L... ...Y...P.. .V...DS... .......... .....E...G   
EU-15a    --------X. .....Y.... .F........ ......N... .......... .........G   
EU-16a    --------XL .I...Y.... .......... .......... H.F....... .....A...G   
EU-17a    .....T.... .......... ...S...... .......... .L........ .....T..HT   




No se pudo establecer ninguna relación entre la secuencia del epítopo 
neutralizante y la susceptibilidad a la neutralización heteróloga de los diversos aislados. 
Así, entre los aislados con secuencias idénticas en el epítopo existen tanto aislados muy 
susceptibles a la neutralización heteróloga, como EU-11, Sp-4 y Sp-2 (Tablas 13 y 14; 
Figura 10.1), como aislados resistentes a dicha neutralización, como es el caso de los 
aislados Sp-7, EU-14 y EU-17 (Tablas 13 y 14; Figuras 10.12-10.14). Tampoco parece 
existir ninguna relación entre las sustituciones encontradas en los aislados EU-2, EU-9, 
EU-12, EU-16 y EU-17 y la susceptibilidad a la neutralización heteróloga de dichos 
aislados. No obstante, todos los aislados españoles con sustituciones en la posición 39, a 
excepción del aislado Sp-20, fueron muy poco susceptibles a la neutralización 
heteróloga, encontrándose entre ellos los tres aislados españoles más resistentes. 
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Debido a la escasa neutralización heteróloga de los aislados pertenecientes al 
genotipo americano y a lo conservado de la secuencia aminoacídica del epítopo en la 
mayoría de ellos, no se pudo establecer, al igual que en el caso anterior, ninguna 
relación entre el epítopo neutralizante y la susceptibilidad de dichos aislados a la 
neutralización cruzada. 
 
Por otro lado, el análisis de la secuencia de aminoácidos en la zona que precede al 
epítopo, que se ha postulado que podría producir cambios conformacionales de la 
proteína que podrían determinar la inmunogenicidad del epítopo (Faaberg et al., 2006), 
ha permitido observar la presencia de ciertos cambios, aunque no se ha podido 
determinar ninguna influencia de estos cambios en la susceptibilidad de los aislados a la 
neutralización heteróloga. 
 
Para finalizar, tampoco se ha podido establecer ninguna relación entre la 
secuencia del epítopo neutralizante y la capacidad neutralizante de los diferentes sueros 
hiperinmunes monoespecíficos. Así, aislados que produjeron sueros con una alta 
capacidad de neutralización heteróloga presentaron diferencias en la secuencia de 
aminoácidos de dicho epítopo, como en el caso de los aislados Sp-3, EU-12 y EU-18 
(Tablas 9 y 10; Figuras 2.1-2.3). Por otro lado, aislados con la misma secuencia en el 
epítopo neutralizante, produjeron sueros hiperinmunes muy diferentes en su capacidad 
de neutralización cruzada, como los aislados Sp-4 y EU-18 (Tablas 9 y 10; Figuras 2.3 y 
2.31). 
 
4.1.10. Susceptibilidad de los aislados del VSRRP a la neutralización 
 
En las Figuras 10.1-10.17 se puede observar la representación gráfica de la 
susceptibilidad de cada aislado a la neutralización heteróloga por el conjunto de los 
sueros hiperinmunes monoespecíficos utilizados. Debido a la variabilidad observada en 
la capacidad neutralizante de los diferentes sueros hiperinmunes, se muestra en estas 
Figuras la media geométrica del título de AN de cada suero frente al total de aislados 
para facilitar la visualización de la susceptibilidad de los aislados analizados. 
 
El porcentaje de aislados neutralizados a diferentes títulos de AN por los sueros 
hiperinmunes analizados se muestra en la Tabla 13. 
 
Como se puede observar en la Tabla 13 y en la Figura 10.1, dos de los aislados 
analizados, el EU-11, procedente de la República Checa, y el Sp-4, procedente de 
España, fueron muy susceptibles a la neutralización por la batería de sueros 
hiperinmunes utilizados. Así, el 100% de los sueros monoespecíficos lograron 
neutralizar a dichos aislados a un título igual o superior a 1/8, a excepción del producido 
frente al aislado español Sp-28, que debido a su pobre capacidad de neutralización 
heteróloga (véase el apartado 4.1.1) sólo fue capaz de neutralizar a un título de 1/2 al 
aislado Sp-4. 
 
Tras estos dos aislados, los aislados españoles Sp-2, Sp-16, Sp-20, Sp-24, Sp-32, 
Sp-33 y Sp-39, y los aislados procedentes de Europa Occidental EU-2, EU-3, EU-4, 
EU-6, EU-8 y EU-9 presentaron una gran susceptibilidad a la SN heteróloga (Tabla 13, 
Figuras 10.1-10.5). Dichos aislados fueron neutralizados a títulos de 1/4 por más del 
85% de los sueros utilizados. Además, tal y como se observa en la Tabla 13 y en las 
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Figuras 10.1-10.5, a títulos de 1/8 y 1/16 dichos aislados fueron neutralizados por cerca 
del 70% y al menos por el 40% de los sueros hiperinmunes respectivamente. 
 
Por otro lado, tal y como se observa en la Tabla 13, un gran número de aislados 
presentaron una moderada susceptibilidad a la SN cruzada. Este grupo estaba 
compuesto por 17 aislados españoles, 3 aislados de origen italiano, un aislado de Europa 
Occidental y un aislado polaco (Figuras 10.6-10.13). Estos aislados fueron neutralizados 
al menos por el 80% de los sueros hiperinmunes, pasando a un mínimo de un 60% de 
sueros capaces de neutralizarlos a un título igual o superior a 1/4. Además, dichos 
aislados fueron neutralizados a un título igual o superior a 1/8 por al menos un 30% de 
los sueros hiperinmunes utilizados. 
 
Sin embargo, 14 aislados, 10 de ellos pertenecientes al tipo II, 2 de origen 
español, uno procedente de Italia y un aislado polaco, presentaron  una baja 
susceptibilidad a la SN heteróloga (Figuras 10.13-10.17). Como puede observarse en la 
Tabla 13, entre el 50% y el 87 % de los sueros fueron capaces de neutralizar a estos 
aislados, obteniéndose una media del 67% de sueros con capacidad neutralizante. 
Dichos aislados fueron neutralizados a un título de 1/4 por menos del 50% de los sueros 
utilizados llegando incluso, en el caso del aislado español Sp-38 y los aislados 
norteamericanos AM-5 y AM-10, a sólo un 30% de sueros hiperinmunes capaces de 
neutralizarlos a dicho título. Además, el conjunto de estos aislados fueron neutralizados 
a un título neutralizante igual o superior a 1/8 por una media del 19% de los sueros 
hiperinmunes utilizados. 
 
Finalmente, cabe destacar la existencia de aislados que presentaron una escasísima 
susceptibilidad a la SN heteróloga, no siendo neutralizados ni siquiera por el 50% de los 
sueros hiperinmunes (Tabla 13). Además, estos aislados, el AM-7, AM-4 y AM-6, 
procedentes de EE.UU, sólo fueron neutralizados a un título igual o superior a 1/4 por 
menos del 20% de los sueros hiperinmunes utilizados. Esta baja susceptibilidad a la SN 
heteróloga de estos aislados se hizo más notoria a un título igual o superior a 1/8, ya que 





















Tabla 13. Porcentaje de sueros hiperinmunes capaces de neutralizar a cada aislado 
a diferentes títulos 
 
EU-11 10 10 39 52 77 97 100 100 100
Sp-4 3 13 19 39 64 81 97 97 100
Sp-2 0 0 13 26 39 61 84 93 100
Sp-20 10 13 19 22 35 55 71 90 100
  EU-2 6 10 12 25 39 61 81 87 100
EU-8 9 9 12 16 31 62 75 94 100
Sp-16 0 6 10 13 32 55 80 97 100
EU-3 0 3 9 16 28 44 81 94 100
Sp-39 0 6 16 25 35 56 81 84 97
Sp-32 0 6 13 22 41 53 75 87 94
EU-9 3 6 9 19 26 36 81 90 100
Sp-24 0 6 13 19 29 42 64 87 97
EU-6 0 0 3 3 23 45 71 90 100
Sp-33 3 6 9 34 34 41 72 75 100
EU-4 3 3 6 9 19 34 75 87 100
Sp-12 3 3 3 3 19 29 64 90 100
Sp-37 0 0 6 12 25 34 59 81 97
Sp-29 3 3 6 10 10 39 64 80 100
Sp-22 0 0 3 6 19 35 61 81 90
Sp-26 0 0 3 13 16 42 58 77 90
Sp-30 0 0 3 10 10 22 48 87 97
EU-12 0 0 3 6 13 29 48 81 100
Sp-35 0 3 6 9 9 34 41 75 100
EU-5 0 0 3 3 10 22 48 77 97
Sp-13 3 3 3 10 32 35 50 61 90
EU-15 0 0 0 3 10 22 45 74 87
EU-16 0 3 6 6 13 19 45 71 84
EU-7 0 0 0 3 6 19 45 71 97
Sp-27 0 0 0 6 13 19 45 68 93
Sp-5 0 3 6 10 13 16 35 64 84
Sp-31 0 0 0 3 6 19 35 71 93
Sp-3 0 0 0 0 3 19 39 58 90
Sp-34 0 0 3 6 19 19 31 59 100
Sp-36 0 3 3 3 3 9 41 59 94
Sp-6 0 0 3 6 6 13 32 61 80
Sp-7 0 0 0 0 0 10 14 59 75
Sp-28 0 0 0 0 6 13 22 51 84
EU-18 0 0 0 0 0 6 13 55 93
EU-14 0 0 0 0 0 6 29 48 87
EU-17 0 3 3 3 3 13 19 42 58
AM-1 0 0 0 3 3 9 16 42 66
AM-3 0 0 0 3 9 12 19 34 59
AM-10 6 6 6 9 9 9 16 31 62
AM-9 0 0 0 0 6 12 19 34 53
Sp-15 0 0 0 0 0 6 19 35 80
AM-8 0 0 0 0 0 6 19 34 53
Sp-38 0 0 0 0 3 6 16 31 62
AM-5 0 0 0 0 3 6 16 31 50
AM-2 0 0 0 0 0 0 6 16 52
AM-7 0 0 0 0 0 0 3 19 37
AM-4 0 0 0 0 0 3 3 12 47
  AM-6 0 0 0 0 0 0 3 3 22
Aislados
Porcentaje de sueros hiperinmunes capaces de neutralizar a los aislados
Título de anticuerpos neutralizantes




La media geométrica del título de AN obtenida para cada aislado, ordenados de 
mayor a menor susceptibilidad a la SN, se muestra en la Tabla 14. En dicha Tabla se 
presenta también la media geométrica obtenida según el origen geográfico de los sueros 
hiperinmunes utilizados. 
 
Al igual que había ocurrido con el porcentaje de sueros con capacidad 
neutralizante, los aislados EU-11 y Sp-4 presentaron una media geométrica de título de 
AN frente al total de sueros hiperinmunes de 5,6 log2 y 4,8 log2 respectivamente (Tabla 
14, Figura 10.1). Esta media fue significativamente superior a la obtenida por los otros 
aislados (P < 0,05). Además, la elevada susceptibilidad de estos aislados a la SN 
heteróloga se mantuvo frente a todos los sueros utilizados, independientemente del 
origen geográfico o genómico de los aislados frente a los que se habían producido 
dichos sueros (Tabla 14). 
 
Tras estos dos aislados, 13 aislados, 7 de ellos españoles y 6 procedentes de 
Europa Occidental, se neutralizaron frente a la totalidad de los sueros a una media 
geométrica igual o superior a 3 log2 (Tabla 14, Figuras 10.1-10.5). En este caso, sí se 
encontraron ligeras diferencias individuales entre estos aislados en los valores de 
neutralización según el origen geográfico de los sueros, aunque no fueron 
estadísticamente significativas. 
 
Tal y como se observa en la Tabla 14, el 30% de los aislados analizados se 
neutralizaron de forma moderada frente al total de sueros hiperinmunes, obteniendo 
valores entre 2 log2 y 3 log2. 
 
Finalmente, nos encontramos a un 40% de los aislados que sólo fueron 
neutralizados con una media geométrica inferior a 2 log2 (Tabla 14, Figuras 10.10-
10.17). Entre ellos destacan los aislados españoles Sp-15 y Sp-38, y todos los aislados 
de tipo II, los cuales fueron neutralizados a valores inferiores a 1,5 log2. Entre estos 
aislados americanos podemos destacar al aislado AM-6, el cual sólo fue neutralizado 
por los sueros producidos frente a aislados españoles y por el suero monoespecífico 
frente al aislado danés de tipo II AM-2, siendo incapaces de neutralizarlo los sueros 



















Tabla 14. Media geométrica de la dilución de los sueros a la que ha sido 
neutralizado cada aislado 
EU-11  5,6* 5,3 6,3 9,0 4,9 6,0 6,6
Sp-4 4,8 4,6 4,5 6,9 4,1 5,0 6,6
Sp-2 3,7 3,9 2,7 5,3 2,8 4,0 4,9
Sp-20 3,6 4,3 3,1 4,2 2,2 3,0 3,6
  EU-2 3,6 4,3 3,8 4,9 2,6 1,0 2,6
EU-8 3,6 3,2 4,0 6,0 4,2 4,0 2,9
Sp-16 3,6 3,6 3,4 4,9 3,7 3,0 2,9
EU-3 3,5 3,1 4,7 4,9 3,6 3,0 3,1
Sp-39 3,4 3,5 2,3 3,0 5,0 8,0 2,6
Sp-32 3,3 4,0 2,0 2,1 3,5 3,0 3,9
EU-9 3,3 3,1 2,6 4,9 4,2 4,0 2,9
Sp-24 3,0 3,8 1,7 3,2 2,1 3,0 3,9
EU-6 3,0 3,1 3,7 3,2 2,1 3,0 3,2
Sp-33 3,0 3,8 1,9 2,4 1,9 3,0 3,5
EU-4 3,0 2,5 4,5 5,2 2,3 3,0 3,3
Sp-12 2,8 3,1 2,0 4,5 3,2 2,0 1,8
Sp-37 2,7 3,2 2,2 2,4 1,9 2,0 2,3
Sp-29 2,7 2,8 2,5 6,0 2,6 2,0 1,4
Sp-22 2,6 2,4 2,5 4,9 2,0 3,0 3,9
Sp-26 2,6 2,9 2,6 3,5 2,4 1,0 1,5
Sp-30 2,4 2,7 1,9 4,5 2,6 2,0 1,6
EU-12 2,4 2,7 1,7 2,0 2,2 1,0 3,3
Sp-35 2,3 2,0 3,1 5,7 2,9 1,0 1,6
EU-5 2,3 1,9 3,1 5,3 2,1 2,0 2,9
Sp-13 2,3 3,1 1,4 2,1 1,2 2,0 2,8
EU-15 2,2 2,2 1,8 2,2 2,9 3,0 2,0
EU-16 2,2 1,9 1,9 2,7 4,1 2,0 2,3
EU-7 2,1 2,1 1,4 3,5 2,5 4,0 1,8
Sp-27 2,1 2,3 2,0 3,2 2,2 1,0 1,2
Sp-5 2,0 2,4 1,5 1,6 1,9 1,0 1,8
Sp-31 2,0 2,0 1,9 4,9 1,5 1,0 2,0
Sp-3 1,9 2,3 1,2 2,8 1,3 1,0 2,6
Sp-34 1,9 2,0 1,9 2,4 1,4 1,0 2,0
Sp-36 1,9 2,0 2,0 4,9 1,3 1,0 1,2
Sp-6 1,8 2,1 1,4 1,9 1,3 1,0 2,3
Sp-7 1,6 1,9 1,7 1,6 1,1 1,0 1,2
Sp-28 1,6 1,9 1,1 3,2 1,4 1,0 1,3
EU-18 1,6 1,7 1,3 1,6 2,0 1,0 1,3
EU-14 1,6 1,7 1,4 1,7 1,3 1,0 1,8
EU-17 1,5 1,2 1,4 6,3 1,6 2,0 1,5
AM-1 1,4 1,6 1,1 2,0 1,1 4,0 0,9
AM-3 1,4 1,3 1,2 4,2 1,3 5,0 1,0
AM-10 1,4 1,3 1,2 2,3 1,1 9,0 1,2
AM-9 1,4 1,2 1,2 2,1 1,5 4,0 1,5
Sp-15 1,4 1,6 1,0 1,6 1,3 1,0 1,3
AM-8 1,3 1,3 1,1 2,8 0,9 4,0 1,2
Sp-38 1,3 1,6 1,0 1,6 0,9 0,9 1,0
AM-5 1,3 1,4 0,9 1,7 1,3 4,0 0,9
AM-2 1,1 1,1 1,1 2,4 0,9 7,0 0,9
AM-7 1,1 1,1 0,9 0,9 1,1 2,0 0,9
AM-4 1,1 1,1 0,9 1,3 0,9 2,0 1,0
  AM-6 1,0 1,0 0,9 0,9 0,9 1,0 0,9
*: Media geométrica de neutralización expresada como log2
Media geométrica de neutralización de los diferentes Aislados
Sueros Hiperinmunes




Figura 10.1. Susceptibilidad a la seroneutralización heteróloga de los aislados EU-



















































































































EU-11 Sp-4 Sp-2 Media geométrica de cada suero  
 
Figura 10.2. Susceptibilidad a la seroneutralización heteróloga de los aislados Sp-



















































































































Sp-20 EU-2 EU-8 Media geométrica de cada suero  
 
Figura 10.3. Susceptibilidad a la seroneutralización heteróloga de los aislados Sp-

























































































































Figura 10.4. Susceptibilidad a la seroneutralización heteróloga de los aislados Sp-



















































































































Sp-32 EU-9 Sp-24 Media geométrica de cada suero  
 
Figura 10.5. Susceptibilidad a la seroneutralización heteróloga de los aislados EU-



















































































































EU-6 Sp-33 EU-4 Media geométrica de cada suero  
 
Figura 10.6. Susceptibilidad a la seroneutralización heteróloga de los aislados Sp-


























































































































Figura 10.7. Susceptibilidad a la seroneutralización heteróloga de los aislados Sp-



















































































































Sp-22 Sp-26 Sp-30 Media geométrica de cada suero  
 
Figura 10.8. Susceptibilidad a la seroneutralización heteróloga de los aislados EU-



















































































































EU-12 Sp-35 EU-5 Media geométrica de cada suero  
 
Figura 10.9. Susceptibilidad a la seroneutralización heteróloga de los aislados Sp-

























































































































Figura 10.10. Susceptibilidad a la seroneutralización heteróloga de los aislados EU-



















































































































EU-7 Sp-27 Sp-5 Media geométrica de cada suero  
 
Figura 10.11. Susceptibilidad a la seroneutralización heteróloga de los aislados Sp-



















































































































Sp-31 Sp-3 Sp-34 Media geométrica de cada suero  
 
Figura 10.12. Susceptibilidad a la seroneutralización heteróloga de los aislados Sp-

























































































































Figura 10.13. Susceptibilidad a la seroneutralización heteróloga de los aislados Sp-



















































































































Sp-28 EU-18 EU-14 Media geométrica de cada suero  
 
Figura 10.14. Susceptibilidad a la seroneutralización heteróloga de los aislados EU-



















































































































EU-17 AM-1 AM-3 Media geométrica de cada suero  
 
Figura 10.15. Susceptibilidad a la seroneutralización heteróloga de los aislados 

























































































































Figura 10.16. Susceptibilidad a la seroneutralización heteróloga de los aislados 



















































































































AM-8 Sp-38 AM-5 Media geométrica de cada suero  
 
Figura 10.17. Susceptibilidad a la seroneutralización heteróloga de los aislados 








































































































































4.2. ESTUDIO DE LA VARIABILIDAD PATOGÉNICA DE 
AISLADOS DEL VSRRP 
 
4.2.1. Composición de los grupos experimentales 
 
En el diseño de este estudio se incluyeron tres tipos de controles. En primer lugar, 
hubo un grupo de animales (Grupo 33) que no fueron expuestos a ningún aislado del 
VSRRP sino que fueron inoculados con el sobrenadante de un cultivo de MAP sin 
infectar. Este grupo sirvió para establecer los valores basales que podíamos esperar, 
sobre todo desde el punto de vista clínico, con el tipo de animal utilizado en nuestras 
condiciones experimentales. 
 
Además, con el fin de tener una referencia clara con la que comparar los datos 
obtenidos para los distintos aislados de campo, se incluyeron en el estudio una serie de 
cepas cuya virulencia había sido previamente establecida. De esta forma, los animales 
de uno de los grupos experimentales (Grupo 26) fueron inoculados con una cepa de 
genotipo americano, denominada en nuestro estudio AM-4, que ha sido previamente 
caracterizada y calificada como altamente virulenta (Mengeling et al., 1998). Los datos 
de este Grupo, al que hemos denominado Control Positivo, sirvieron para establecer 
cuál podía ser el comportamiento de cepas de elevada virulencia inoculadas en nuestras 
condiciones experimentales. 
 
Finalmente, los animales pertenecientes a otros cuatro grupos experimentales 
fueron inoculados con cepas calificadas como de baja virulencia. Se trata en este caso 
de cepas atenuadas que constituyen la base de cuatro vacunas vivas atenuadas que se 
comercializan o se han comercializado en el pasado para el control de esta enfermedad. 
Dos de ellas son de genotipo europeo (Vac-1 y Vac-3) y las otras dos de genotipo 
americano (Vac-4 y Vac-5). Su utilización se justifica por la necesidad de establecer una 
referencia de comportamiento tanto clínico como virológico de cepas de baja virulencia 
en nuestras condiciones experimentales, tanto para cepas del genotipo I como para 
cepas del genotipo II. 
 
En el Grupo Control Negativo (Grupo 33) y en el Grupo Control Positivo (Grupo 
26), los resultados de la infección fueron los esperados. Es decir, ningún animal se 
infectó en el primer grupo mientras que todos los animales del Grupo 26 se infectaron 
tras la inoculación experimental. De igual forma, en los Grupos 31 y 32, inoculados con 
las cepas vacunales de genotipo II Vac-4 y Vac-5, todos los animales se infectaron tras 
la inoculación experimental. Sin embargo, los resultados virológicos y serológicos 
obtenidos en los grupos inoculados con las cepas vacunales de genotipo europeo indican 
que no todos los individuos se infectaron. En concreto, en el Grupo 29, expuesto a la 
cepa vacunal Vac-1, se infectaron 8 de sus componentes y en el Grupo 30, expuesto a la 
cepa Vac-3, únicamente se demostró la infección en 7 de los individuos del grupo. 
 
Como consecuencia, en el análisis de resultados de estos grupos sólo se han tenido 
en consideración los datos de aquellos individuos cuya infección se ha podido 
demostrar a lo largo del estudio, bien sea mediante la determinación de la presencia de 
virus en alguna de las muestras procedentes de los mismos o bien por la detección de 
seroconversión a lo largo del experimento. De esta forma, el Grupo 31, inoculado con la 
cepa Vac-4, y el Grupo 32, inoculado con la cepa Vac-5, quedaron constituidos por 15 
individuos, sacrificados en grupos de cinco en los días 7, 14 y 21 p.i. Por el contrario, 
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en el Grupo 29, inoculado con la cepa Vac-1, los 8 componentes del grupo fueron 
sacrificados en grupos de 2, 3 y 3 en los días 7, 14 y 21 p.i., respectivamente y en el 
Grupo 30, inoculado con la cepa Vac-3, los 7 componentes del grupo se sacrificaron en 
grupos de 2 en los días 7 y 14 y los 3 animales restantes en el día 21 p.i. 
 
En el caso de los grupos expuestos a los aislados de campo, los resultados indican 
que tras la inoculación experimental todos los animales se infectaron por lo que la 
composición de estos grupos se mantuvo según el diseño original, es decir, los animales 




En las Tablas 15, 16 y 17 se muestran los resultados de las temperaturas rectales 
medias, así como su desviación estándar, de todos y cada uno de los grupos incluidos en 
el estudio. Estas Tablas representan las temperaturas rectales medias de los cuatro días 
previos a la inoculación y las temperaturas medias diarias durante la primera, segunda y 
tercera semana p.i. respectivamente. 
 
La representación gráfica de estas Tablas se puede observar en las Figuras 11 y 
12. Cada una de estas Figuras se han subdividido en índices a, b, c, d y e que incluyen 
tres grupos de estudio, excepto para el subíndice a de la Figura 11 que incluye a cuatro 
grupos. Estos grupos son el Grupo 26, utilizado como Control Positivo e inoculado con 
la cepa de alta virulencia AM-4 perteneciente al genotipo II del VSRRP; al Grupo 33, 
utilizado como Control Negativo dado que los animales fueron inoculados con un 
placebo; a los Grupo 29 y 30 considerados en su conjunto, como representantes de las 
cepas vacunales de origen europeo; y finalmente a los Grupos 31 y 32, también 
considerados en conjunto, como representantes de las cepas vacunales de origen 
americano. 
 
En estas Tablas y Figuras (11a) se puede observar que los animales pertenecientes 
al Grupo 33, Control Negativo, presentaron valores normales de temperatura a lo largo 
de todo el experimento. Este mismo hecho se repite para los animales inoculados con 
las cepas vacunales tanto de origen europeo como americano. Sin embargo, los animales 
pertenecientes al Grupo 26 que actuó como Control Positivo presentaron valores 
febriles entre los días 3 y 8 p.i. (P < 0,05) y en el día 9 p.i. (P < 0,01), junto con un 
aumento en la temperatura media por encima del umbral de fiebre en el período 
comprendido entre el día 16 y 19 p.i. sin ser, en este caso, estadísticamente significativa. 
 
Un análisis detallado del resto de grupos nos muestra que en los animales 
pertenecientes a los Grupos 1 y 2 (Figura 11b), 6 (Figura11c), 7 y 9 (Figura 11d) y 10 
(Figura 11e), inoculados con los aislados del VSRRP, Sp-2, Sp-3, Sp-13, Sp-16, Sp-22 
y Sp-24 de origen español, y en los animales pertenecientes a los Grupos 19 y 24 
(Figura 12c,d) inoculados con los aislados EU-13 y EU-19, de origen polaco y danés 
respectivamente, se pudo observar un ligero aumento de las temperaturas después de la 
inoculación que sin embargo, nunca alcanzaron niveles considerados febriles, superiores 




Tabla 15. Temperaturas rectales medias diarias de los grupos incluidos en el estudio durante la primera semana p.i. 
Grupo Aislado D-4 D-3 D-2 D-1 D0 D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7
1 Sp-2   39,3 ± 0,3* 39,0 ± 0,2 39,2 ± 0,4 39,2 ± 0,4 39,4 ± 0,3 39,5 ± 0,3 39,5 ± 0,5 39,5 ± 0,3 39,6 ± 0,2 39,5 ± 0,3 39,3 ± 0,4 39,6 ± 0,3
2 Sp-3 39,5 ± 0,2 39,5 ± 0,2 39,5 ± 0,3 39,7 ± 0,2 39,5 ± 0,3 39,6 ± 0,2 40,0 ± 0,4 39,8 ± 0,5 40,0 ± 0,4 40,0 ± 0,3 40,0 ± 0,3 39,7 ± 0,2
3 Sp-5 39,6 ± 0,2 39,4 ± 0,3 39,6 ± 0,2 39,8 ± 0,1 39,8 ± 0,2 39,7 ± 0,3 40,0 ± 0,5 39,7 ± 0,4 40,2 ± 0,5 40,0 ± 0,3 40,0 ± 0,3 39,8 ± 0,5
4 Sp-6 39,8 ± 0,1 39,6 ± 0,4 39,6 ± 0,4 39,8 ± 0,2 39,7 ± 0,2 40,2 ± 0,3 40,1 ± 0,5 40,2 ± 0,5 40,2 ± 0,6 39,8 ± 0,4 40,2 ± 0,3 40,0 ± 0,3
5 Sp-12 39,5 ± 0,2 39,5 ± 0,3 39,6 ± 0,2 39,6 ± 0,2 39,7 ± 0,2 39,7 ± 0,2 40,2 ± 0,5 39,9 ± 0,3 39,9 ± 0,3 40,2 ± 0,5 40,5 ± 0,3 40,2 ± 0,2
6 Sp-13 39,7 ± 0,2 39,7 ± 0,2 39,7 ± 0,2 39,7 ± 0,2 39,6 ± 0,2 39,6 ± 0,2 39,9 ± 0,2 40,0 ± 0,3 39,6 ± 0,4 39,8 ± 0,4 39,8 ± 0,4 39,6 ± 0,4
7 Sp-16 39,6 ± 0,1 39,5 ± 0,3 39,5 ± 0,3 39,7 ± 0,2 39,7 ± 0,2 39,6 ± 0,2 39,8 ± 0,3 39,5 ± 0,2 39,7 ± 0,2 40,0 ± 0,2 39,9 ± 0,4 39,9 ± 0,2
8 Sp-20 39,6 ± 0,2 39,6 ± 0,2 39,6 ± 0,2 39,6 ± 0,2 39,3 ± 0,3 39,4 ± 0,2 39,7 ± 0,3 39,7 ± 0,6 39,7 ± 0,6 39,7 ± 0,6 39,5 ± 0,4 39,5 ± 0,3
9 Sp-22 39,6 ± 0,3 39,6 ± 0,2 39,6 ± 0,1 39,6 ± 0,2 39,7 ± 0,2 39,8 ± 0,2 39,9 ± 0,3 40,0 ± 0,2 39,5 ± 0,3 39,4 ± 0,5 39,3 ± 0,7 39,3 ± 0,4
10 Sp-24 39,6 ± 0,2 39,2 ± 0,2 39,5 ± 0,3 39,6 ± 0,3 39,4 ± 0,4 40,0 ± 0,7 39,6 ± 0,4 39,5 ± 0,5 39,6 ± 0,4 39,7 ± 0,3 39,7 ± 0,2 39,6 ± 0,2
11 Sp-27 39,5 ± 0,2 39,5 ± 0,3 39,5 ± 0,3 39,4 ± 0,2 39,6 ± 0,2 39,7 ± 0,2 39,8 ± 0,5 39,9 ± 0,5 40,0 ± 0,2 40,1 ± 0,4 40,0 ± 0,4 40,0 ± 0,3
12 Sp-28 39,6 ± 0,2 39,8 ± 0,2 39,7 ± 0,3 39,6 ± 0,3 39,7 ± 0,1 39,6 ± 0,2 40,0 ± 0,2 39,9 ± 0,4 39,7 ± 0,3 39,7 ± 0,2 40,0 ± 0,5 40,0 ± 0,4
13 EU-1 39,6 ± 0,2 39,7 ± 0,1 39,7 ± 0,2 39,8 ± 0,1 39,7 ± 0,1 39,8 ± 0,1 39,9 ± 0,1 40,0 ± 0,4 40,0 ± 0,2 39,9 ± 0,1 39,9 ± 0,3 39,9 ± 0,2
14 EU-2 39,4 ± 0,2 39,6 ± 0,2 39,7 ± 0,1 39,7 ± 0,2 39,6 ± 0,2 39,7 ± 0,4 40,1 ± 0,3 39,9 ± 0,4 39,9 ± 0,2 40,0 ± 0,2 39,8 ± 0,2 39,7 ± 0,3
15 EU-5 39,6 ± 0,2 39,6 ± 0,2 39,6 ± 0,2 39,7 ± 0,1 39,5 ± 0,2 39,7 ± 0,2 40,1 ± 0,4 39,9 ± 0,4 39,6 ± 0,2 39,7 ± 0,3 39,6 ± 0,3 39,6 ± 0,5
16 EU-9 39,5 ± 0,2 39,7 ± 0,2 39,6 ± 0,2 39,6 ± 0,2 39,6 ± 0,2 39,6 ± 0,3 39,7 ± 0,4 39,8 ± 0,4 39,5 ± 0,3 39,6 ± 0,3 39,7 ± 0,3 39,8 ± 0,4
17 EU-10 39,3 ± 0,2 39,6 ± 0,2 39,6 ± 0,2 39,7 ± 0,2 39,7 ± 0,3 40,1 ± 0,6 40,4 ± 0,7 40,3 ± 0,5 40,3 ± 0,6 40,9 ± 0,7 40,8 ± 0,6 40,7 ± 0,3
18 EU-12 39,4 ± 0,2 39,7 ± 0,2 39,6 ± 0,2 39,6 ± 0,2 39,6 ± 0,2 40,2 ± 0,6 40,0 ± 0,4 40,0 ± 0,3 39,7 ± 0,3 40,0 ± 0,5 39,1 ± 0,6 39,8 ± 0,4
19 EU-13 39,5 ± 0,3 39,5 ± 0,2 39,6 ± 0,3 39,6 ± 0,2 39,6 ± 0,2 39,6 ± 0,3 39,6 ± 0,3 39,9 ± 0,4 39,6 ± 0,3 39,7 ± 0,4 39,8 ± 0,4 39,8 ± 0,3
20 EU-15 39,7 ± 0,2 39,7 ± 0,1 39,7 ± 0,2 39,7 ± 0,2 39,7 ± 0,1 39,9 ± 0,1 39,9 ± 0,1 40,2 ± 0,5 40,0 ± 0,4 40,1 ± 0,5 40,0 ± 0,5 39,8 ± 0,4
21 EU-16 39,4 ± 0,2 39,5 ± 0,2 39,4 ± 0,2 39,6 ± 0,2 39,5 ± 0,2 39,5 ± ,0,4 40,1 ± 0,5 39,9 ± 0,4 39,7 ± 0,3 40,5 ± 0,4 40,2 ± 0,4 40,3 ± 0,4
22 EU-17 39,4 ± 0,2 39,4 ± 0,3 39,5 ± 0,2 39,5 ± 0,3 39,6 ± 0,2 39,6 ± 0,3 40,2 ± 0,6 39,8 ± 0,4 39,6 ± 0,5 40,1 ± 0,3 40,2 ± 0,5 40,1 ± 0,2
23 EU-18 39,5 ± 0,2 39,7 ± 0,2 39,6 ± 0,3 39,6 ± 0,2 39,6 ± 0,2 39,7 ± 0,4 40,4 ± 0,4 40,1 ± 0,4 39,9 ± 0,4 40,1 ± 0,4 40,2 ± 0,4 40,0 ± 0,4
24 EU-19 39,5 ± 0,3 39,6 ± 0,2 39,6 ± 0,3 39,7 ± 0,2 39,7 ± 0,1 39,7 ± 0,4 39,9 ± 0,3 39,9 ± 0,5 39,7 ± 0,2 39,7 ± 0,2 39,8 ± 0,2 39,8 ± 0,3
25 AM-2 39,6 ± 0,3 39,7 ± 0,2 39,8 ± 0,2 39,6 ± 0,3 39,8 ± 0,1 39,8 ± 0,2 39,8 ± 0,2 40,3 ± 0,3 40,1 ± 0,3 40,0 ± 0,4 40,3 ± 0,4 40,3 ± 0,3
26 AM-4 39,6 ± 0,2 39,7 ± 0,1 39,6 ± 0,2 39,6 ± 0,2 39,7 ± 0,1 39,6 ± 0,3 39,8 ± 0,3 40,2 ± 0,4 40,1 ± 0,5 40,3 ± 0,5 40,2 ± 0,5 40,2 ± 0,3
27 AM-5 39,6 ± 0,2 39,7 ± 0,2 39,7 ± 0,2 39,6 ± 0,2 39,8 ± 0,1 40,0 ± 0,3 40,1 ± 0,2 40,1 ± 0,3 40,1 ± 0,3 39,8 ± 0,3 40,1 ± 0,3 40,0 ± 0,2
28 AM-10 39,5 ± 0,2 39,7 ± 0,2 39,7 ± 0,2 39,7 ± 0,1 39,6 ± 0,2 39,9 ± 0,4 40,3 ± 0,5 39,8 ± 0,3 39,8 ± 0,4 40,0 ± 0,5 40,0 ± 0,4 39,9 ± 0,2
29 Vac-1 39,8 ± 0,2 39,7 ± 0,2 39,7 ± 0,2 39,8 ± 0,2 39,5 ± 0,3 39,8 ± 0,2 39,9 ± 0,2 39,8 ± 0,2 39,9 ± 0,4 40,0 ± 0,3 39,8 ± 0,3 39,8 ± 0,2
30 Vac-3 39,6 ± 0,2 39,7 ± 0,1 39,8 ± 0,1 39,8 ± 0,1 39,7 ± 0,1 39,9 ± 0,1 39,8 ± 0,1 39,6 ± 0,2 39,9 ± 0,4 39,9 ± 0,2 39,6 ± 0,2 39,6 ± 0,2
31 Vac-4 39,4 ± 0,2 39,7 ± 0,2 39,6 ± 0,3 39,7 ± 0,1 39,5 ± 0,2 39,6 ± 0,2 39,5 ± 0,3 39,5 ± 0,3 39,5 ± 0,3 39,6 ± 0,3 39,4 ± 0,3 39,5 ± 0,2
32 Vac-5 39,7 ± 0,2 39,7 ± 0,1 39,7 ± 0,1 39,7 ± 0,1 39,7 ± 0,1 39,8 ± 0,3 39,8 ± 0,2 39,9 ± 0,3 39,8 ± 0,3 39,8 ± 0,3 39,7 ± 0,3 39,7 ± 0,2
33 Control - 39,5 ± 0,2 39,5 ± 0,3 39,7 ± 0,2 39,7 ± 0,2 39,6 ± 0,2 39,5 ± 0,2 39,7 ± 0,3 39,7 ± 0,2 39,7 ± 0,2 39,6 ± 0,2 39,7 ± 0,2 39,7 ± 0,2
* Desviación Estándar
Grupo Control Positivo Grupos inoculados con Cepas vacunales Grupo con temperatura media rectal muy elevada
Temperaturas medias previas a la inoculación Temperaturas medias diarias durante la primera semana p.i.
 
  
Tabla 16. Temperaturas rectales medias diarias de los grupos incluidos en el estudio durante la segunda semana p.i. 
Grupo Aislado D-4 D-3 D-2 D-1 D8 D9 D10 D11 D12 D13 D14
1 Sp-2    39,3 ± 0,3* 39,0 ± 0,2 39,2 ± 0,4 39,2 ± 0,4 39,5 ± 0,3 39,3 ± 0,4 39,4 ± 0,3 39,0 ± 0,3 39,3 ± 0,3 39,2 ± 0,3 39,4 ± 0,3
2 Sp-3 39,5 ± 0,2 39,5 ± 0,2 39,5 ± 0,3 39,7 ± 0,2 39,7 ± 0,3 39,9 ± 0,4 39,6 ± 0,3 39,8 ± 0,2 39,8 ± 0,5 39,6 ± 0,4 39,4 ± 0,3
3 Sp-5 39,6 ± 0,2 39,4 ± 0,3 39,6 ± 0,2 39,8 ± 0,1 39,5 ± 0,3 39,7 ± 0,3 39,8 ± 0,3 39,7 ± 0,2 39,8 ± 0,7 39,8 ± 0,7 39,9 ± 0,8
4 Sp-6 39,8 ± 0,1 39,6 ± 0,4 39,6 ± 0,4 39,8 ± 0,2 40,1 ± 0,3 39,9 ± 0,5 39,9 ± 0,5 40,0 ± 0,3 39,9 ± 0,4 39,9 ± 0,3 39,8 ± 0,3
5 Sp-12 39,5 ± 0,2 39,5 ± 0,3 39,6 ± 0,2 39,6 ± 0,2 39,9 ± 0,5 40,0 ± 0,4 40,1 ± 0,3 40,0 ± 0,3 39,6 ± 0,4 39,4 ± 0,3 39,4 ± 0,3
6 Sp-13 39,7 ± 0,2 39,7 ± 0,2 39,7 ± 0,2 39,7 ± 0,2 39,7 ± 0,2 39,6 ±  0,3 39,7 ± 0,2 39,5 ± 0,2 39,6 ± 0,4 39,6 ± 0,3 39,5 ± 0,2
7 Sp-16 39,6 ± 0,1 39,5 ± 0,3 39,5 ± 0,3 39,7 ± 0,2 39,7 ± 0,3 39,8 ± 0,3 39,6 ± 0,3 39,7 ± 0,3 39,5 ± 0,2 39,2 ± 0,3 39,4 ± 0,2
8 Sp-20 39,6 ± 0,2 39,6 ± 0,2 39,6 ± 0,2 39,6 ± 0,2 39,7 ± 0,2 39,2 ± 0,4 39,4 ± 0,2 39,5 ± 0,2 39,2 ± 0,2 39,3 ± 0,1 39,3 ± 0,2
9 Sp-22 39,6 ± 0,3 39,6 ± 0,2 39,6 ± 0,1 39,6 ± 0,2 39,1 ± 0,3 39,9 ± 0,3 39,8 ± 0,1 39,8 ± 0,1 39,8 ± 0,5 39,9 ± 0,4 39,6 ± 0,2
10 Sp-24 39,6 ± 0,2 39,2 ± 0,2 39,5 ± 0,3 39,6 ± 0,3 40,3 ± 0,7 39,7 ± 0,4 39,7 ± 0,4 39,9 ± 0,5 39,9 ± 0,3 39,9 ± 0,2 39,9 ± 0,4
11 Sp-27 39,5 ± 0,2 39,5 ± 0,3 39,5 ± 0,3 39,4 ± 0,2 39,7 ± 0,2 39,9 ± 0,3 39,8 ± 0,3 39,9 ± 0,2 39,7 ± 0,4 39,4 ± 0,3 39,5 ± 0,3
12 Sp-28 39,6 ± 0,2 39,8 ± 0,2 39,7 ± 0,3 39,6 ± 0,3 39,9 ± 0,1 40,4 ± 0,3 40,0 ± 0,6 39,8 ± 0,3 40,0 ± 0,4 39,9 ± 0,4 40,0 ± 0,3
13 EU-1 39,6 ± 0,2 39,7 ± 0,1 39,7 ± 0,2 39,8 ± 0,1 39,8 ± 0,1 40,0 ± 0,2 39,8 ± 0,3 39,7 ± 0,2 39,9 ± 0,2 39,7 ± 0,2 39,8 ± 0,1
14 EU-2 39,4 ± 0,2 39,6 ± 0,2 39,7 ± 0,1 39,7 ± 0,2 39,7 ± 0,2 39,8 ± 0,2 39,8 ± 0,2 39,8 ± 0,2 39,7 ± 0,4 39,7 ± 0,3 39,7 ± 0,2
15 EU-5 39,6 ± 0,2 39,6 ± 0,2 39,6 ± 0,2 39,7 ± 0,1 39,8 ± 0,4 39,7 ± 0,3 39,7 ± 0,2 39,8 ± 0,2 39,7 ± 0,3 39,7 ± 0,3 39,7 ± 0,2
16 EU-9 39,5 ± 0,2 39,7 ± 0,2 39,6 ± 0,2 39,6 ± 0,2 40,0 ± 0,4 39,8 ± 0,4 38,8 ± 0,3 39,7 ± 0,2 39,7 ± 0,4 39,6 ± 0,2 39,8 ± 0,4
17 EU-10 39,3 ± 0,2 39,6 ± 0,2 39,6 ± 0,2 39,7 ± 0,2 40,3 ± 0,5 40,2 ± 0,2 40,0 ± 0,3 39,7 ± 0,3 39,5 ± 0,3 39,7 ± 0,3 39,6 ± 0,1
18 EU-12 39,4 ± 0,2 39,7 ± 0,2 39,6 ± 0,2 39,6 ± 0,2 39,9 ± 0,3 39,9 ± 0,3 39,6 ± 0,3 39,6 ± 0,3 39,8 ± 0,5 39,8 ± 0,2 39,9 ± 0,2
19 EU-13 39,5 ± 0,3 39,5 ± 0,2 39,6 ± 0,3 39,6 ± 0,2 39,4 ± 0,2 39,5 ± 0,3 39,6 ± 0,2 39,6 ± 0,2 39,4 ± 0,3 39,6 ± 0,1 39,7 ± 0,2
20 EU-15 39,7 ± 0,2 39,7 ± 0,1 39,7 ± 0,2 39,7 ± 0,2 39,3 ± 0,2 39,8 ± 0,2 39,3 ± 0,3 39,5 ± 0,2 39,8 ± 0,2 39,9 ± 0,3 39,7 ± 0,4
21 EU-16 39,4 ± 0,2 39,5 ± 0,2 39,4 ± 0,2 39,6 ± 0,2 39,7 ± 0,3 39,9 ± 0,4 39,8 ± 0,3 39,5 ± 0,3 39,5 ± 0,4 39,7 ± 0,3 39,7 ± 0,2
22 EU-17 39,4 ± 0,2 39,4 ± 0,3 39,5 ± 0,2 39,5 ± 0,3 40,3 ± 0,4 39,8 ± 0,4 40,2 ± 0,4 40,0 ± 0,4 39,9 ± 0,5 39,9 ± 0,3 39,8 ± 0,2
23 EU-18 39,5 ± 0,2 39,7 ± 0,2 39,6 ± 0,3 39,6 ± 0,2 39,9 ± 0,4 40,2 ± 0,5 40,1 ± 0,3 40,1 ± 0,5 39,8 ± 0,5 39,9 ± 0,3 39,9 ± 0,3
24 EU-19 39,5 ± 0,3 39,6 ± 0,2 39,6 ± 0,3 39,7 ± 0,2 39,9 ± 0,4 39,9 ± 0,5 39,8 ± 0,3 39,5 ± 0,2 39,6 ± 0,4 39,6 ± 0,4 39,8 ± 0,2
25 AM-2 39,6 ± 0,3 39,7 ± 0,2 39,8 ± 0,2 39,6 ± 0,3 40,1 ± 0,3 40,0 ± 0,4 39,9 ± 0,5 39,9 ± 0,4 40,0 ± 0,5 39,9 ± 0,3 39,9 ± 0,2
26 AM-4 39,6 ± 0,2 39,7 ± 0,1 39,6 ± 0,2 39,6 ± 0,2 40,1 ± 0,3 39,9 ± 0,6 40,3 ± 0,5 40,0 ± 0,5 39,7 ± 0,5 39,8 ± 0,4 39,7 ± 0,2
27 AM-5 39,6 ± 0,2 39,7 ± 0,2 39,7 ± 0,2 39,6 ± 0,2 39,8 ± 0,2 40,0 ± 0,3 40,1 ± 0,3 39,9 ± 0,3 39,7 ± 0,6 39,8 ± 0,2 39,7 ± 0,2
28 AM-10 39,5 ± 0,2 39,7 ± 0,2 39,7 ± 0,2 39,7 ± 0,1 39,9 ± 0,3 40,1 ± 0,5 40,0 ± 0,4 39,7 ± 0,4 39,7 ± 0,3 39,9 ± 0,2 39,7 ± 0,4
29 Vac-1 39,8 ± 0,2 39,7 ± 0,2 39,7 ± 0,2 39,8 ± 0,2 39,7 ± 0,3 39,8 ± 0,5 39,5 ± 0,2 39,5 ± 0,3 39,9 ± 0,3 39,8 ± 0,3 39,8 ± 0,3
30 Vac-3 39,6 ± 0,2 39,7 ± 0,1 39,8 ± 0,1 39,8 ± 0,1 39,5 ± 0,3 39,9 ± 0,2 39,4 ± 0,2 39,4 ± 0,2 39,5 ± 0,2 39,6 ± 0,2 39,5 ± 0,3
31 Vac-4 39,4 ± 0,2 39,7 ± 0,2 39,6 ± 0,3 39,7 ± 0,1 39,5 ± 0,2 39,9 ± 0,3 39,6 ± 0,2 39,5 ± 0,2 39,5 ± 0,2 39,7 ± 0,1 39,7 ± 0,1
32 Vac-5 39,7 ± 0,2 39,7 ± 0,1 39,7 ± 0,1 39,7 ± 0,1 39,5 ± 0,2 39,5 ± 0,2 39,3 ± 0,2 39,5 ± 0,2 39,9 ± 0,3 39,8 ± 0,2 39,7 ± 0,3
33 Control - 39,5 ± 0,2 39,5 ± 0,3 39,7 ± 0,2 39,7 ± 0,2 39,6 ± 0,2 39,6 ± 0,2 39,6 ± 0,2 39,6 ± 0,2 39,5 ± 0,2 39,6 ± 0,2 39,7 ± 0,2
* Desviación Estándar
Grupo Control Positivo Grupos inoculados con Cepas vacunales
Temperaturas medias previas a la inoculación Temperaturas medias diarias durante la segunda semana p.i.
 
  
Tabla 17. Temperaturas rectales medias diarias de los grupos incluidos en el estudio durante la tercera semana p.i. 
Grupo Aislado D-4 D-3 D-2 D-1 D15 D16 D17 D18 D19 D20 D21
1 Sp-2    39,3 ± 0,3* 39,0 ± 0,2 39,2 ± 0,4 39,2 ± 0,4 38,9 ± 0,3 39,0 ± 0,2 38,8 ± 0,3 39,2 ± 0,3 39,6 ± 0,1 39,6 ± 0,2 38,9 ± 0,1
2 Sp-3 39,5 ± 0,2 39,5 ± 0,2 39,5 ± 0,3 39,7 ± 0,2 39,3 ± 0,3 39,5 ± 0,1 39,4 ± 0,2 39,3 ± 0,3 39,5 ± 0,0 39,3 ± 0,1 39,3 ± 0,2
3 Sp-5 39,6 ± 0,2 39,4 ± 0,3 39,6 ± 0,2 39,8 ± 0,1 40,0 ± 0,8 40,1 ± 0,7 39,8 ± 0,7 39,6 ± 0,4 39,8 ± 0,4 39,7 ± 0,4 39,6 ± 0,4
4 Sp-6 39,8 ± 0,1 39,6 ± 0,4 39,6 ± 0,4 39,8 ± 0,2 40,0 ± 0,5 39,9 ± 0,3 39,6 ± 0,2 39,7 ± 0,2 40,1 ± 0,3 39,9 ± 0,2 39,8 ± 0,1
5 Sp-12 39,5 ± 0,2 39,5 ± 0,3 39,6 ± 0,2 39,6 ± 0,2 39,3 ± 0,3 39,3 ± 0,2 39,5 ± 0,2 39,5 ± 0,4 39,5 ± 0,2 39,4 ± 0,2 39,5 ± 0,2
6 Sp-13 39,7 ± 0,2 39,7 ± 0,2 39,7 ± 0,2 39,7 ± 0,2 39,5 ± 0,3 39,5 ± 0,2 39,8 ± 0,1 39,6 ± 0,3 39,7 ± 0,2 39,4 ± 0,3 39,5 ± 0,3
7 Sp-16 39,6 ± 0,1 39,5 ± 0,3 39,5 ± 0,3 39,7 ± 0,2 39,0 ± 0,3 39,0 ± 0,2 39,3 ± 0,3 39,2 ± 0,2 39,4 ± 0,2 39,3 ± 0,2 39,6 ± 0,3
8 Sp-20 39,6 ± 0,2 39,6 ± 0,2 39,6 ± 0,2 39,6 ± 0,2 38,9 ± 0,2 39,0 ± 0,4 39,3 ± 0,2 39,2 ± 0,3 39,4 ± 0,2 39,6 ± 0,3 39,6 ± 0,2
9 Sp-22 39,6 ± 0,3 39,6 ± 0,2 39,6 ± 0,1 39,6 ± 0,2 39,5 ± 0,3 39,5 ± 0,2 39,5 ± 0,1 39,4 ± 0,2 39,6 ± 0,1 39,5 ± 0,2 39,5 ± 0,1
10 Sp-24 39,6 ± 0,2 39,2 ± 0,2 39,5 ± 0,3 39,6 ± 0,3 39,8 ± 0,3 39,8 ± 0,1 39,5 ± 0,4 39,6 ± 0,2 39,5 ± 0,2 39,5 ± 0,2 39,3 ± 0,2
11 Sp-27 39,5 ± 0,2 39,5 ± 0,3 39,5 ± 0,3 39,4 ± 0,2 39,2 ± 0,2 39,4 ± 0,1 39,3 ± 0,2 39,3 ± 0,2 39,3 ± 0,2 39,3 ± 0,4 39,3 ± 0,2
12 Sp-28 39,6 ± 0,2 39,8 ± 0,2 39,7 ± 0,3 39,6 ± 0,3 40,0 ± 0,1 39,9 ± 0,1 39,4 ± 0,3 39,6 ± 0,3 39,6 ± 0,3 39,7 ± 0,2 39,6 ± 0,2
13 EU-1 39,6 ± 0,2 39,7 ± 0,1 39,7 ± 0,2 39,8 ± 0,1 39,7 ± 0,2 39,4 ± 0,2 39,6 ± 0,1 39,9 ± 0,1 39,9 ± 0,0 39,8 ± 0,1 39,7 ± 0,1
14 EU-2 39,4 ± 0,2 39,6 ± 0,2 39,7 ± 0,1 39,7 ± 0,2 39,3 ± 0,3 39,5 ± 0,3 39,6 ± 0,2 39,6 ± 0,2 39,7 ± 0,1 39,7 ± 0,1 39,7 ± 0,1
15 EU-5 39,6 ± 0,2 39,6 ± 0,2 39,6 ± 0,2 39,7 ± 0,1 39,8 ± 0,4 39,8 ± 0,3 39,9 ± 0,3 39,7 ± 0,5 39,7 ± 0,3 39,6 ± 0,2 39,6 ± 0,1
16 EU-9 39,5 ± 0,2 39,7 ± 0,2 39,6 ± 0,2 39,6 ± 0,2 39,5 ± 0,2 39,6 ± 0,2 39,5 ± 0,1 39,7 ± 0,1 39,7 ± 0,2 39,6 ± 0,1 39,6 ± 0,2
17 EU-10 39,3 ± 0,2 39,6 ± 0,2 39,6 ± 0,2 39,7 ± 0,2 39,4 ± 0,3 39,6 ± 0,2 39,5 ± 0,5 39,3 ± 0,2 39,5 ± 0,3 39,5 ± 0,2 39,6 ± 0,2
18 EU-12 39,4 ± 0,2 39,7 ± 0,2 39,6 ± 0,2 39,6 ± 0,2 39,7 ± 0,3 39,8 ± 0,2 39,6 ± 0,2 39,8 ± 0,3 39,7 ± 0,2 39,8 ± 0,1 39,9 ± 0,2
19 EU-13 39,5 ± 0,3 39,5 ± 0,2 39,6 ± 0,3 39,6 ± 0,2 39,4 ± 0,1 39,5 ± 0,2 39,5 ± 0,2 39,4 ± 0,2 39,5 ± 0,2 39,6 ± 0,1 39,5 ± 0,1
20 EU-15 39,7 ± 0,2 39,7 ± 0,1 39,7 ± 0,2 39,7 ± 0,2 39,9 ± 0,3 39,8 ± 0,2 39,8 ± 0,3 39,6 ± 0,0 39,7 ± 0,5 39,8 ± 0,1 39,5 ± 0,1
21 EU-16 39,4 ± 0,2 39,5 ± 0,2 39,4 ± 0,2 39,6 ± 0,2 39,3 ± 0,4 39,3 ± 0,3 39,4 ± 0,3 39,7 ± 0,3 39,7 ± 0,3 39,6 ± 0,4 39,7 ± 0,2
22 EU-17 39,4 ± 0,2 39,4 ± 0,3 39,5 ± 0,2 39,5 ± 0,3 39,7 ± 0,4 39,8 ± 0,2 39,7 ± 0,2 39,7 ± 0,2 39,8 ± 0,1 39,8 ± 0,1 39,6 ± 0,1
23 EU-18 39,5 ± 0,2 39,7 ± 0,2 39,6 ± 0,3 39,6 ± 0,2 39,6 ± 0,2 39,6 ± 0,2 39,7 ± 0,2 39,8 ± 0,6 39,7 ± 0,4 39,6 ± 0,3 39,8 ± 0,4
24 EU-19 39,5 ± 0,3 39,6 ± 0,2 39,6 ± 0,3 39,7 ± 0,2 39,5 ± 0,4 39,4 ± 0,1 39,6 ± 0,2 39,9 ± 0,6 39,7 ± 0,5 39,7 ± 0,3 39,7 ± 0,2
25 AM-2 39,6 ± 0,3 39,7 ± 0,2 39,8 ± 0,2 39,6 ± 0,3 39,8 ± 0,2 39,4 ± 0,3 39,4 ± 0,3 40,0 ± 0,2 39,7 ± 0,2 39,9 ± 0,1 39,8 ± 0,3
26 AM-4 39,6 ± 0,2 39,7 ± 0,1 39,6 ± 0,2 39,6 ± 0,2 39,7 ± 0,2 40,2 ± 0,6 40,2 ± 0,6 40,2 ± 0,7 40,1 ± 0,6 40,0 ± 0,4 39,9 ± 0,1
27 AM-5 39,6 ± 0,2 39,7 ± 0,2 39,7 ± 0,2 39,6 ± 0,2 39,7 ± 0,2 39,4 ± 0,4 39,5 ± 0,3 39,9 ± 0,6 39,8 ± 0,4 39,6 ± 0,3 39,6 ± 0,4
28 AM-10 39,5 ± 0,2 39,7 ± 0,2 39,7 ± 0,2 39,7 ± 0,1 39,7 ± 0,4 39,7 ± 0,3 39,7 ± 0,3 39,5 ± 0,4 39,5 ± 0,3 39,6 ± 0,2 39,5 ± 0,1
29 Vac-1 39,8 ± 0,2 39,7 ± 0,2 39,7 ± 0,2 39,8 ± 0,2 40,0 ± 0,3 39,7 ± 0,1 39,9 ± 0,1 39,9 ± 0,5 39,5 ± 0,1 39,6 ± 0,2 39,6 ± 0,2
30 Vac-3 39,6 ± 0,2 39,7 ± 0,1 39,8 ± 0,1 39,8 ± 0,1 39,3 ± 0,2 39,5 ± 0,2 39,8 ± 0,1 39,6 ± 0,2 39,2 ± 0,2 39,5 ± 0,0 39,5 ± 0,1
31 Vac-4 39,4 ± 0,2 39,7 ± 0,2 39,6 ± 0,3 39,7 ± 0,1 39,5 ± 0,2 39,6 ± 0,2 39,7 ± 0,3 39,8 ± 0,4 39,7 ± 0,3 39,7 ± 0,2 39,7 ± 0,1
32 Vac-5 39,7 ± 0,2 39,7 ± 0,1 39,7 ± 0,1 39,7 ± 0,1 40,1 ± 0,2 39,7 ± 0,1 39,8 ± 0,1 39,7 ± 0,2 39,4 ± 0,1 39,6 ± 0,2 39,7 ± 0,1
33 Control - 39,5 ± 0,2 39,5 ± 0,3 39,7 ± 0,2 39,7 ± 0,2 39,7 ± 0,1 39,6 ± 0,1 39,5 ± 0,2 39,6 ± 0,2 39,5 ± 0,1 39,6 ± 0,1 39,7 ± 0,1
* Desviación Estándar
Grupo Control Positivo Grupos inoculados con Cepas vacunales





Por el contrario, en todos los demás grupos analizados al menos un animal 
presentó fiebre. En este sentido, y de forma esporádica, se registraron valores de 
temperatura considerados febriles en los Grupos 14 y 15 (Figura 12a) inoculados con 
los aislados EU-2 y EU-5 de origen alemán y holandés, en el día 2 p.i. (P< 0,05), en el 
Grupo 3 (Figura 11b), inoculado con el aislado Sp-5 de origen español, en el día 3 p.i. 
(P < 0,05), en el Grupo 12 (Figura 11e), inoculado con el aislado Sp-28 de origen 
español, en los días 2 y 9 p.i. (P < 0,05); en el Grupo 11 (Figura 11e), inoculado con el 
aislado de origen español Sp-27, en los días 5 y 7 p.i. (P < 0,05); y en el Grupo 20 
(Figura 12c), inoculado con el aislado de origen italiano EU-15, en los días 3 y 5 p.i. (P 
< 0,05). 
 
Si en lo analizado hasta ahora no hay grandes cosas que destacar, sí existieron 
algunos grupos en los que es necesario resaltar el notable aumento y duración de los 
valores febriles que se registraron. Así, los animales pertenecientes a los Grupos 4 y 5 
(Figura 11c), inoculados con los aislados españoles Sp-6 y Sp-12 respectivamente, 
presentaron fiebre durante 5 días en el caso del aislado Sp-6 (P < 0,01) y un pico 
acusado entre los días 5 y 7 p.i. en el caso del aislado Sp-12 (P < 0,05). Además, tres de 
los aislados italianos, inoculados a los Grupos 21, 22 y 23 (Figura 12c y d) presentaron 
valores febriles muy elevados y persistentes. De este modo, se puede observar que los 
animales inoculados con el aislado EU-16 (Grupo 21) tuvieron valores de fiebre 
estadísticamente significativos los días 2 (P< 0,05), 5 (P< 0,01), 6 y 7 p.i. (P< 0,05); 
igualmente los cerdos inoculados con el aislado EU-17 (Grupo 22) presentaron fiebre el 
día 2 p.i., en el período comprendido entre el día 5 y el día 8 p.i. y en el día 10 p.i. (P< 
0,05); finalmente, los animales pertenecientes al Grupo 23 e inoculados con el aislado 
EU-18 mostraron fiebre en los días 2 (P < 0,01) y 3, 4 y 5 p.i. (P< 0,05), y desde el día 9 
p.i. hasta el día 11 p.i. (P< 0,05). 
 
Especial mención merece el Grupo 17 (Figura 12b) inoculado con el aislado de 
origen polaco EU-10. En los animales pertenecientes a este Grupo se pudieron observar 
temperaturas febriles muy elevadas y persistentes. De este modo, durante los 9 días que 
duró, la media de fiebre osciló entre valores ligeramente superiores a 40,2ºC en los días 
2, 3, 4 y 8 p.i. (P< 0,01) y valores medios de 40,8ºC en los días 5 y 7 p.i. (P < 0,001). 
Estos resultados son más notorios que los obtenidos para el Grupo Control Positivo 
inoculado con la cepa de referencia AM-4 de genotipo americano (Figura 11a). 
 
Finalmente, en los grupos inoculados con los aislados del genotipo II americano 
se observó un aumento significativo en la temperatura rectal, así como en la duración de 
la fiebre. Así, en los animales del Grupo 25 (Figura 12e) inoculados con un aislado de 
genotipo II americano obtenido en Dinamarca, se observaron temperaturas febriles 
durante los días 3 y 4 p.i. (P < 0,05) y desde el día 6 hasta el día 8 p.i. (P < 0,05). 
Igualmente, los animales pertenecientes al Grupo 27 (Figura 12e), inoculados con el 
aislado de tipo II americano denominado AM-5 presentaron fiebre en los días 2, 3 y 4 
p.i. (P< 0,05) y en los días 6, 7, 9 y 10 p.i. (P< 0,05). Finalmente, en los animales 
pertenecientes al Grupo 28 (Figura 12e), inoculados con el aislado americano AM-10, 
se observaron valores febriles en el día 2 p.i. (P < 0,01) y en el día 9 p.i. (P < 0,05). En 
general, en el caso los aislados analizados del genotipo II americano, el registro de 
temperaturas mostró que las temperaturas febriles se prolongaron durante más tiempo 













a: Grupos 26, 29-30, 31-32 y 33; b: Grupos 1, 2 y 3: c: Grupos 4, 5 y 6; d: Grupos 7, 8 y 9; e: Grupos 10,11 y 12 

































a: Grupos 13, 14 y 15; b: Grupos 16, 17 y 18; c: Grupos 19, 20 y21; d: Grupos 22, 23 y 24; e: Grupos 25,27 y 28 





































4.2.3. Sintomatología Clínica 
 
En ningún grupo se registraron signos cutáneos a lo largo del estudio. En cuanto a 
los signos digestivos, estos se registraron muy esporádicamente afectando por igual a 
todos los grupos experimentales, por lo que no se han incluido en el análisis global de 
sintomatología clínica. Por el contrario los signos sistémicos y respiratorios sí se 
presentaron con frecuencia variando en intensidad entre los distintos grupos. Para el 
análisis de datos ambos grupos de síntomas se han considerado de forma conjunta. Así, 
los resultados del sumatorio de la valoración de la sintomatología sistémica y 
respiratoria observada en los distintos grupos analizados correspondientes a la 1ª, 2ª y 3ª 
semana del estudio se muestran en las Tablas 18, 19 y 20 respectivamente. En estas 
Tablas se han expresado los resultados como la media del sumatorio de síntomas por día 
de estudio con su desviación estándar. Estos resultados están representados en las 
Figuras 13, 14 y 15. En ellas, además, se ha realizado una distribución de aislados en 
función de su origen geográfico y pertenencia al genotipo I europeo y genotipo II 
americano. Asimismo, en todas las gráficas incluidas en este apartado se representaron 
los valores obtenidos para los animales del Grupo 26, inoculados con la cepa de 
genotipo americano y alta virulencia denominada AM-4, así como la media de los 
valores obtenidos para los grupos inoculados con las cepas vacunales Vac-1 y Vac-3 de 
genotipo europeo y Vac-4 y Vac-5 de genotipo americano. De este modo, ambos 
valores permiten establecer una referencia entre la sintomatología inducida por los 
aislados de alta virulencia y la sintomatología asociada a las cepas atenuadas por pases 
en cultivos celulares o que muestran baja virulencia. Además, para facilitar el análisis 
de resultados y la aplicación de métodos matemáticos que den significación estadística, 
en las Tablas 9, 10 y 11 se muestra la media de los valores del Área Bajo la Curva del 
sumatorio de los síntomas sistémicos y respiratorios obtenidos para cada grupo en las 
distintas semanas de estudio. 
 
En estas Tablas se puede observar que los animales pertenecientes al Grupo 33 
(Grupo Control Negativo), que fueron inoculados con un sobrenadante de cultivo 
primario de MAP sin infectar, no presentaron síntomas respiratorios, sistémicos, 
cutáneos o digestivos después de la inoculación, permaneciendo en perfecto estado de 
salud durante todo el período de estudio. 
 
En los animales inoculados con las cepas vacunales Vac-1 y Vac-3 de genotipo 
europeo y pertenecientes a los Grupos 29 y 30 respectivamente, no se observó ninguna 
sintomatología en los 6 primeros días p.i. Sin embargo, en el día 7 p.i. dos animales, en 
ambos grupos, mostraron erizamiento de pelo. Esta situación ha provocado que la media 
± desviación estándar para los Grupos 29 y 30 sea de 0,04 ± 0,10, y el Área Bajo la 
Curva de 0,27 ± 0,70. En la segunda semana p.i. tres animales del Grupo 29 inoculados 
con la cepa vacunal Vac-1 mostraron algún síntoma sistémico notorio lo que provoca 
valores medios semanales de 0,05 ± 0,07 y valores medios del Área Bajo la Curva de 
0,33 ± 0,48. En el caso del Grupo 30, ningún animal presentó signos clínicos 
apreciables durante esta segunda semana p.i. En la tercera semana de estudio en ningún 
animal de los Grupos 29 y 30 se observaron síntomas identificables. En los animales 
inoculados con las cepas vacunales Vac-4 y Vac-5 de genotipo americano y 
pertenecientes a los Grupos 31 y 32 respectivamente, únicamente dos animales del 
Grupo 31 mostraron síntomas de depresión en los días 2 y 3 p.i. Además, tanto en el 
Grupo 31 como en el 32, dos animales mostraron erizamiento del pelo en el día 7 p.i. 




0,10 y 0,04 ± 0,12 para los Grupos 31 y 32 respectivamente. Los valores medios del 
Área Bajo la Curva para los síntomas acaecidos en esta primera semana fueron de 0,40 
± 0,83 y 0,27 ± 0,70 respectivamente para cada grupo. Las diferencias encontradas entre 
estos grupos vacunales y el Grupo Control Negativo no fueron estadísticamente 
significativas (P > 0,05). 
 
 
Tabla 18. Valores medios de signos clínicos respiratorios y sistémicos durante la 





 Días del experimento   
Grupo Aislado D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 Media ABCa 
1 Sp-2 0,00  ± 0,00b 0,13 ± 0,35 0,13 ± 0,35 0,07 ± 0,26 0,07 ± 0,26 0,33 ± 0,49 0,07 ± 0,26 0,11 ± 0,20 0,80 ± 1,37 
2 Sp-3 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,20±0,56 0,27 ± 0,59 0,20 ± 0,41 0,47 ± 0,52 0,47 ± 0,74 0,23 ± 0,19 1,60 ± 1,30 
3 Sp-5 0,00 ± 0,00 0,27 ± 0,46 0,27±0,59 0,27 ± 0,46 0,33 ± 0,49 0,67 ± 1,05 0,67 ± 0,82 0,35 ± 0,37 2,47 ± 2,61 
4 Sp-6 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,20±0,56 0,20 ± 0,56 0,27 ± 0,59 0,33 ± 0,62 0,20 ± 0,41 0,17 ± 0,27 1,20 ± 1,86 
5 Sp-12 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00±0,00 0,07 ± 0,26 0,07 ± 0,26 0,53 ± 0,64 0,47 ± 0,64 0,16 ± 0,16 1,13 ± 1,13 
6 Sp-13 0,20 ± 0,41 0,13 ± 0,35 0,27±0,46 0,13 ± 0,35 0,07 ± 0,26 0,07 ± 0,26 0,27 ± 0,70 0,16 ± 0,16 1,13 ± 1,13 
7 Sp-16 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00±0,00 0,00 ± 0,00 0,13 ± 0,35 0,13 ± 0,35 0,33 ± 0,62 0,09 ± 0,11 0,60 ± 0,74 
8 Sp-20 0,00 ± 0,00 0,13 ± 0,35 0,07±0,26 0,07 ± 0,26 0,27 ± 0,46 0,00 ± 0,00 0,27 ± 0,70 0,11 ± 0,12 0,80 ± 0,86 
9 Sp-22 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00±0,00 0,07 ± 0,26 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,29 ± 0,73 0,05 ± 0,11 0,35 ± 0,72 
10 Sp-24 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00±0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,13 ± 0,35 0,07 ± 0,26 0,03 ± 0,08 0,20 ± 0,56 
11 Sp-27 0,27 ± 0,46 0,00 ± 0,00 0,07±0,26 0,07 ± 0,26 0,53 ± 0,83 0,87 ± 1,30 0,67 ± 0,90 0,35 ± 0,40 2,47 ± 2,77 
12 Sp-28 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00±0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,27 ± 0,70 0,04 ± 0,10 0,27 ± 0,70 
13 EU-1 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00±0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,27 ± 0,70 0,04 ± 0,10 0,27 ± 0,70 
14 EU-2 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00±0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,27 ± 0,70 0,04 ± 0,10 0,27 ± 0,70 
15 EU-5 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00±0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,20 ± 0,41 0,40 ± 0,74 0,09 ± 0,13 0,60 ± 0,91 
16 EU-9 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00±0,00 0,00 ± 0,00 0,33 ± 0,49 0,20 ± 0,41 0,40 ± 0,74 0,13 ± 0,11 0,93 ± 0,80 
17 EU-10 0,07 ± 0,26 0,33 ± 0,49 1,00±0,00 1,07 ± 0,26 1,07 ± 0,26 1,07 ± 0,59 1,13 ± 0,35 0,82 ± 0,15 5,73 ± 1,03 
18 EU-12 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00±0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,20 ± 0,41 0,33 ± 0,72 0,08 ± 0,12 0,53 ± 0,83 
19 EU-13 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00±0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,27 ± 0,70 0,04 ± 0,10 0,27 ± 0,70 
20 EU-15 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00±0,00 0,20 ± 0,78 0,40 ± 0,74 0,00 ± 0,00 0,27 ± 0,70 0,12 ± 0,19 0,87 ± 1,36 
21 EU-16 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,13±0,52 0,00 ± 0,00 0,93 ± 1,39 0,67 ± 1,23 0,80 ± 1,21 0,36 ± 0,37 2,53 ± 2,56 
22 EU-17 0,00 ± 0,00 0,07 ± 0,26 1,00±0,00 1,00 ± 0,00 1,00 ± 0,54 1,00 ± 0,66 1,07 ± 0,80 0,73 ± 0,21 5,13± 1,46 
23 EU-18 0,00 ± 0,00 0,07 ± 0,26 0,00±0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,07 ± 0,26 0,40 ± 0,74 0,08 ± 0,12 0,53 ± 0,83 
24 EU-19 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00±0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,27 ± 0,70 0,04 ± 0,10 0,27 ± 0,70 
25 AM-2 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,27±0,70 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,47 ± 0,74 0,33 ± 0,72 0,15 ± 0,17 1,07 ± 1,16 
26 AM-4 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00±0,00 1,33 ± 0,90 1,47 ± 1,06 1,27 ± 0,96 1,13 ± 0,35 0,74 ± 0,35 5,20 ± 2,46 
27 AM-5 0,13 ± 0,52 0,00 ± 0,00 0,00±0,00 0,00 ± 0,00 0,47 ± 0,52 0,33 ± 0,49 0,73 ± 0,70 0,24 ± 0,15 1,67 ± 1,05 
28 AM-10 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00±0,00 0,13 ± 0,52 0,20 ± 0,78 0,13 ± 0,52 0,40 ± 0,83 0,12 ± 0,27 0,87 ± 1,88 
29 Vac-1 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00±0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,27 ± 0,70 0,04 ± 0,10 0,27 ± 0,70 
30 Vac-3 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00±0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,27 ± 0,70 0,04 ± 0,10 0,27 ± 0,70 
31 Vac-4 0,00 ± 0,00 0,07 ± 0,26 0,07±0,26 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,27 ± 0,70 0,06 ± 0,10 0,40 ± 0,83 
32 Vac-5 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00±0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,27 ± 0,70 0,04 ± 0,12 0,27 ± 0,70 
33 Control - 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00±0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 
 
a: Área Bajo la Curva 
b: Desviación estándar  
Grupo Control Positivo
Grupos inoculados con Cepas vacunales
Grupo con un comportamiento clínico similar al Control negativo









Tabla 19. Valores medios de signos clínicos respiratorios y sistémicos durante la 
segunda semana p.i. 
 
  Días del experimento   
Grupo Aislado D8 D9 D10 D11 D12 D13 D14 Media ABCa 
1 Sp-2 0,00 ± 0,00b 0,20 ± 0,42 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0, 00 0,00 ± 0,00 0,03 ± 0,06 0,20 ± 0,42 
2 Sp-3 0,40 ± 0,52 0,30 ± 0,48 0,50 ± 0,97 0,20 ± 0,63 0,20 ± 0,63 0,30 ± 0,48 0,70 ± 1,06 0,37 ± 0,49 2,60 ± 3,41 
3 Sp-5 0,60 ± 0,70 0,80 ± 1,03 1,10 ± 1,20 0,40 ± 0,52 0,40 ± 0,52 0,30 ± 0,48 0,00 ± 0,00 0,51 ± 0,46 3,60 ± 3,24 
4 Sp-6 0,10 ± 0,32 0,30 ± 0,48 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,10 ± 0,32 0,10 ± 0,32 0,09 ± 0,18 0,60 ± 1,26 
5 Sp-12 0,00 ± 0,00 0,10 ± 0,32 0,40 ± 0,85 0,40 ± 0,84 0,20 ± 0,63 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,16 ± 0,55 1,10 ± 3,82 
6 Sp-13 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 
7 Sp-16 0,40 ± 0,52 0,40 ± 0,52 0,30 ± 0,48 0,00 ± 0,00 0,10 ± 0,32 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,17 ± 0,11 1,20 ± 0,74 
8 Sp-20 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 
9 Sp-22 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,11 ± 0,33 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,02 ± 0,05 0,11 ± 0,32 
10 Sp-24 0,20 ± 0,42 0,10 ± 0,32 0,20 ± 0,42 0,70 ± 0,68 0,90 ± 0,57 0,60 ± 0,70 0,50 ± 0,53 0,46 ± 0,44 3,20 ± 3,11 
11 Sp-27 0,40 ± 0,52 0,70 ± 0,48 0,20 ± 0,42 0,20 ± 0,42 0,50 ± 0,71 0,30 ± 0,68 0,00 ± 0,00 0,33 ± 0,22 2,30 ± 1,57 
12 Sp-28 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,20 ± 0,63 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,03 ± 0,24 0,20 ± 0,42 
13 EU-1 0,00 ± 0,00 0,20 ± 0,63 0,20 ± 0,63 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,06 ± 0,18 0,40 ± 1,26 
14 EU-2 0,00 ± 0,00 0,20 ± 0,63 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,03 ± 0,09 0,20 ± 0,63 
15 EU-5 0,40 ± 0,52 0,20 ± 0,42 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,09 ± 0,28 0,60 ± 0,52 
16 EU-9 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 
17 EU-10 1,00 ± 0,47 0,60 ± 0,52 0,00 ± 0,0 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,23 ± 0,07 1,60 ± 0,70 
18 EU-12 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,40 ± 0,84 0,20 ± 0,63 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,09 ± 0,19 0,60 ± 1,35 
19 EU-13 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 
20 EU-15 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,10 ± 0,32 0,01 ± 0,05 0,10 ± 0,32 
21 EU-16 0,40 ± 0,84 0,20 ± 0,63 1,30 ± 2,41 1,30 ± 2,11 0,30 ± 0,68 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,50 ± 0,70 3,50 ± 4,90 
22 EU-17 2,10 ± 0,88 1,90 ± 1,20 1,60 ± 1,27 1,20 ± 0,79 0,80 ± 0,79 0,40 ± 0,52 0,00 ± 0,00 1,14 ± 0,37 8,00 ± 2,62 
23 EU-18 0,20 ± 0,63 0,70 ± 0,95 0,40 ± 0,70 0,20 ± 0,63 0,30 ± 0,68 0,40 ± 0,84 0,10 ± 0,32 0,33 ± 0,33 2,30 ± 2,79 
24 EU-19 0,10 ± 0,32 0,40 ± 0,84 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,07 ± 0,15 0,50 ± 1,08 
25 AM-2 0,20 ± 0,63 0,10 ± 0,32 0,80 ± 1,93 0,80 ± 1,03 0,20 ± 0,63 0,40 ± 0,70 0,10 ± 0,32 0,37 ± 0,95 2,60 ± 2,91 
26 AM-4 0,80 ± 0,42 1,30 ± 0,82 1,00 ± 0,67 1,00 ± 1,16 0,40 ± 0,84 0,50 ± 0,85 0,30 ± 0,68 0,76 ± 0,60 5,30 ± 4,22 
27 AM-5 0,70 ± 0,48 0,40 ± 0,52 0,70 ± 0,95 0,50 ± 1,08 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,33 ± 0,20 2,30 ± 1,42 
28 AM-10 0,20 ± 0,63 0,10 ± 0,32 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,60 ± 0,97 0,20 ± 0,63 1,00 ± 1,94 0,30 ± 0,50 2,10 ± 3,48 
29 Vac-1 0,00 ± 0,00 0,20 ± 0,42 0,10 ± 0,32 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,05 ± 0,07 0,33 ± 0,48 
30 Vac-3 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 
31 Vac-4 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 
32 Vac-5 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 
33 Control - 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 
 
a: Área Bajo la Curva 
b: Desviación estándar  
 
Grupo Control Positivo
Grupos inoculados con Cepas vacunales
Grupo con un comportamiento clínico similar al Control negativo










Tabla 20. Valores medios de signos clínicos respiratorios y sistémicos durante la 
tercera semana p.i. 
 
  Días del experimento   
Grupo Aislado D15 D16 D17 D18 D19 D20 D21 Media ABCa 
1 Sp-2 0,00 ± 0,00b 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 
2 Sp-3 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 
3 Sp-5 0,00 ± 0,00 0,20 ± 0,45 0,00 ± 0,00 0,60± 0,55 0,20 ± 0,45 0,20 ± 0,45 0,20 ± 0,45 0,20 ± 0,22 1,40 ± 1,52 
4 Sp-6 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 
5 Sp-12 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 
6 Sp-13 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,0 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 
7 Sp-16 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 
8 Sp-20 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 
9 Sp-22 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 
10 Sp-24 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 
11 Sp-27 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 
12 Sp-28 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 
13 EU-1 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 
14 EU-2 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 
15 EU-5 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 
16 EU-9 0,20 ± 0,45 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,03 ± 0,06 0,20 ± 0,45 
17 EU-10 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 
18 EU-12 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 
19 EU-13 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 
20 EU-15 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 
21 EU-16 0,60 ± 0,89 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,09 ± 0,13 0,60 ± 0,91 
22 EU-17 0,40 ± 0,89 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,06 ± 0,13 0,40 ± 0,89 
23 EU-18 0,00 ± 0,00 0,40 ± 0,89 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,06 ± 0,13 0,40 ± 0,90 
24 EU-19 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 
25 AM-2 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,40 ± 0,89 1,60 ± 1,67 0,40 ± 0,89 0,40 ± 0,89 0,00 ± 0,00 0,40 ± 0,26 2,80 ± 1,79 
26 AM-4 1,00 ± 1,00 1,00 ± 1,41 0,60 ± 1,34 1,80 ± 1,10 0,40 ± 0,89 0,40 ± 0,89 0,00 ± 0,00 0,74 ± 0,72 5,20 ± 4,50 
27 AM-5 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,40 ± 0,89 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,06 ± 0,06 0,40 ± 0,90 
28 AM-10 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 
29 Vac-1 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 
30 Vac-3 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 
31 Vac-4 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 
32 Vac-5 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 
33 Control - 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 
 
a: Área Bajo la Curva 
b: Desviación estándar 
 
Grupo Control Positivo
Grupos inoculados con Cepas vacunales
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Como Grupo Control Positivo se utilizó una cepa de alta virulencia del genotipo 
americano denominada AM-4 que fue inoculada al Grupo 26. Los resultados de este 
Grupo se muestran en las Tablas 18, 19 y 20. Como se puede observar en la Tabla 18, 
que muestra los síntomas observados durante la primera semana p.i., los animales de 
este Grupo mostraron de forma generalizada síntomas sistémicos desde el día 4 p.i. 
hasta el día 7 p.i., junto con síntomas respiratorios en un número más reducido de 
animales. Los síntomas sistémicos se caracterizaron por depresión y erizamiento de pelo 
de forma generalizada mientras que la letargia y la anorexia fue evidente sólo en tres 
animales. Además, se pudo observar, que, en un porcentaje significativo de animales, 
estos síntomas se acompañaron de edema palpebral y secreciones oculares. En 
referencia a la sintomatología respiratoria, únicamente dos animales presentaron 
taquipnea mostrando una frecuencia respiratoria de entre 45 y 59 respiraciones/minuto 
junto con una ligera respiración superficial. 
 
Este cuadro sintomatológico durante la primera semana de estudio ha dado lugar a 
una media de síntomas de 0,74 ± 0,35 y una media de los valores del Área Bajo la 
Curva de 5,20 ± 2,46. 
 
Durante la segunda semana de estudio, los animales pertenecientes a este Grupo 
Control Positivo mantuvieron de forma acusada los mismos síntomas que en la semana 
precedente. Sin embargo, es de resaltar que los signos clínicos sistémicos de depresión, 
erizamiento del pelo y anorexia se mantuvieron en  la gran mayoría de los animales en 
el día 8 p.i. pero desaparecieron en el día siguiente, para ser sustituidos, de forma 
progresiva, en algunos animales, por una sintomatología respiratoria calificada de grave, 
acompañada de algunos casos de letargia manifiesta. En este sentido, se pudo observar 
como entre el 30% y el 40% de los animales manifestaron taquipnea con una frecuencia 
respiratoria superior a las 60 respiraciones/minuto y acompañada, aunque de forma 
excepcional, de respiración abdominal. Esta situación clínica, reflejada numéricamente 
en la Tabla 19, muestra como este Grupo mantiene medias de 0,76 ± 0,60 y valores de 
Área Bajo la Curva de 5,30  ± 4,22. 
 
Finalmente, la sintomatología observada durante las dos primeras semanas en los 
animales integrantes del Grupo 26 se mantuvo durante la tercera semana p.i., hasta el 
punto de que la media semanal del sumatorio de síntomas fue de 0,74 ± 0.72 y los 
valores medios del Área Bajo la Curva de 5,20 ± 4,50 (Tabla 20). En este sentido, se 
pudieron observar síntomas de depresión y anorexia en la mitad de los animales, junto 
con taquipnea con una frecuencia respiratoria superior a las 60 respiraciones/minuto, 
acompañada de respiración superficial evidente. Es de destacar que en el día 18 p.i., 4 
de los 5 animales que a estas alturas del experimento componían el grupo, presentaron 
síntomas respiratorios, especialmente graves en uno de ellos que, además de presentar 
respiración abdominal y taquipnea, presentaba anorexia y letargia muy graves. 
 
Obviamente, todos los resultados obtenidos en la 1ª, 2ª y 3ª semana fueron 
estadísticamente significativos con respecto al Grupo Control Negativo y frente a los 
Grupos 29, 30, 31 y 32, inoculados con las cepas vacunales Vac-1, Vac-3, Vac-4 y Vac-
5. Para dar una idea de estas diferencias en la Figura 16 se muestran la media del 
sumatorio de la sintomatología sistémica y respiratoria observada en los grupos 
inoculados con las cepas vacunales (Grupos 29, 30, 31 y 32), comparado con el Grupo 
inoculado con la cepa de genotipo americano de alta virulencia (Grupo 26) y el Grupo 




Además, la intensidad de los síntomas observados en el Grupo 26 (Control 
Positivo) fue superior a la de todos los grupos estudiados en la primera y segunda 
semana p.i. (P < 0,001), a excepción del Grupo 22, inoculado con el aislado italiano 
EU-17, y del Grupo 17, inoculado con el aislado polaco EU-10, pero en este caso sólo 




Figura 16. Media del sumatorio de la sintomatología respiratoria y sistémica 
observada en los Grupos inoculados con las Cepas Vacunales, Grupo Control 


















































Entre los grupos inoculados con los diferentes aislados de campo en estudio, se 
encontraron algunos en los que, al igual que en los inoculados con las cepas vacunales, 
no se observó sintomatología apreciable de forma generalizada, sino únicamente, y de 
forma muy esporádica, algún síntoma de erizamiento del pelo en muy pocos individuos. 
Este comportamiento caracterizó la respuesta de los animales pertenecientes a los 
Grupos 8, 9 y 12 inoculados con los aislados de origen español Sp-20, Sp-22 y Sp-28, y 
también a los Grupos 13, 14, 18, 19 y 24, inoculados con los aislados EU-1, EU-2, EU-
12, EU-13 y EU-19, procedentes de Francia, Alemania, Polonia, y Dinamarca (genotipo 
I). Entre los grupos que han tenido este tipo de respuesta, hay que de destacar al Grupo 
19, cuyo comportamiento clínico se asemejó en gran medida al observado en el Grupo 
Control Negativo. Como podemos observar en las Tablas 18, 19 y 20 estos aislados no 
se distinguieron estadísticamente en la intensidad de la sintomatología medida mediante 
el valor medio del Área Bajo la Curva, de la registrada para las cepas vacunales en la 




diferencias estadísticamente significativas en la intensidad de la sintomatología 
observada con el Grupo Control Positivo (Grupo 26), inoculado con la cepa americana 
altamente virulenta AM-4 (5,20 ± 2,46, P < 0,001), los Grupos 3 y 11 inoculados con 
los aislados españoles Sp-5 (2,47 ± 2,61, P < 0,01) y Sp-27 (2,47 ± 2,77, P < 0,01) y los 
Grupos 17, 21 y 22 inoculados con el aislado polaco EU-10 (5,73 ± 1,03, P < 0,001) y 
los aislados italianos EU-16 (2,53 ± 2,56; P < 0,001) y EU-17 (5,13 ± 1,46; P < 0,001). 
 
 
Figura 17. Media del sumatorio de la sintomatología respiratoria y sistémica 








































Períodos de Tiempo del Experimento
Media Cepas 
Vacunales
Grupo 14 (EU-2) 
Alemania
Grupo 19 (EU-13) 
Polonia
Grupo 24 (EU-19) 
Dinamarca







Otro grupo de aislados se ha caracterizado por mostrar síntomas muy leves y por 
lo general limitados a síntomas sistémicos como la depresión y erizamiento del pelo 
durante la primera semana p.i. (Tablas 18, 19 y 20; Figura 18). Debido a la levedad de 
los signos clínicos registrados no se pudieron establecer diferencias estadísticamente 
significativas entre estos grupos y los inoculados con las cepas vacunales (P > 0,05). En 
este sentido, se registraron síntomas leves, aunque más importantes que en los grupos 
inoculados con las cepas vacunales y los grupos anteriormente descritos, en los Grupos 
1, 4, 5 y 6, inoculados con los aislados de origen español Sp-2 (0,80 ± 1,37), Sp-6 (1,20 
± 1,86), Sp-12 (1,13 ± 1,13) y Sp-13 (1,13 ± 1,13), en los Grupos 15, 16 y 20 
inoculados con los aislados de Europa Occidental EU-5 (0,60 ± 0,91) y EU-9 (0,93 ± 
0,80) y el aislado EU-15 de origen italiano (0,87 ± 1,36). Por el contrario, estos 
síntomas tuvieron una intensidad inferior y estadísticamente significativa a la observada 
en el Grupo 26 (Control Positivo) inoculado con la cepa de alta virulencia AM-4 (P < 
0,001), y en los Grupos 17 y 22 inoculados con el aislado polaco EU-10 (5,73 ± 1,03; P 




comportamiento clínico superior a los grupos vacunales y grupos afines reseñados 
anteriormente, lo da el que no se encontraron diferencias estadísticamente significativas 
durante la primera semana p.i. con los Grupos 3, 11 y 21 inoculados con los aislados de 
origen español Sp-5 (2,47 ± 2,61; P > 0,05), Sp-27 (2,47 ± 2,77; P > 0,05) y el aislado 
de origen italiano EU-16 (2,53 ± 2,56; P > 0,05). 
 
Dentro de este mismo agrupamiento de aislados podrían considerarse los Grupos 
7, 10, 23 y 28 inoculados con los aislados de españoles Sp-16, Sp-24, italiano EU-18 y 
americano AM-10 respectivamente, dado que durante la primera semana p.i. mostraron 
una sintomatología muy leve con valores medios del Área Bajo la Curva de 0,60 ± 0,74, 
0,20 ± 0,56, 0,53 ±0,83 y 0,87 ± 1,88 respectivamente hasta el punto que no se pudieron 
establecer diferencias estadísticamente significativas entre estos grupos y los inoculados 
con las cepas vacunales ( P < 0,05). Sin embargo, cuando se analiza el comportamiento 
de estos aislados en la segunda semana p.i. llama poderosamente la atención la 
aparición notoria de síntomas que, aunque se inician en los últimos días de la primera 
semana p.i., es durante la segunda semana, fundamentalmente entre los días 8 y 14 p.i. 
cuando alcanzan valores más altos de puntuación clínica, descendiendo bruscamente a 
partir del día 15 p.i. Estas puntuaciones reflejadas en la Tabla 19 han sido de 1,20 ± 
1,74 para el Grupo 7; 3,20 ± 3,11 para el Grupo 10; 2,30 ± 2,79 para el Grupo 23; y 2,10 
± 3,48 para el Grupo 28 y sólo fueron estadísticamente diferentes del Grupo Control 
Negativo en la segunda semana p.i. (P < 0,05). Sin embargo, cuando se aplicó el análisis 
de conglomerados a estos grupos, en el cual se incluyen como variables de 
agrupamiento la sintomatología y el porcentaje de días en que los animales presentaron 
fiebre (véase apartado 3.4.5.7 de Material y Métodos), el aislado italiano EU-18 con el 
que se inocularon los animales del Grupo 23 se agrupó junto con la cepa americana de 
alta virulencia AM-4 del Grupo 26 (Control Positivo) tras dos semanas p.i. (P < 0,01). 
 
Figura 18. Media del sumatorio de la sintomatología respiratoria y sistémica 







































Períodos de Tiempo del Experimento
Media Cepas 
Vacunales
Grupo 6 (Sp-13) 
España
Grupo 16 (EU-9) 
Bélgica
Grupo 28 (AM-10) 
EE.UU.









En las Tablas 18, 19 y 20 y en la Figura 19 se observa que en algunos grupos los 
registros de signos clínicos son significativos durante la primera semana p.i., 
aumentando durante la segunda y la tercera semana. Estos grupos, cuyos valores 
aparecen reflejados en la Figura 19 son el 2, 25 y 27 inoculados con el aislado de origen 
español Sp-3 y los aislados de origen americano AM-2 y AM-5 respectivamente. En 
estos grupos, durante la primera semana p.i., se observó que a partir del día 5 ó 6 p.i., 
aproximadamente el 50% de los animales presentaban depresión y erizamiento del pelo. 
Incluso, dos animales pertenecientes al Grupo 25 e inoculados con el aislado AM-2, 
mostraron taquipnea y respiración superficial en el día 3 p.i. y en el período 
comprendido entre el día 5 y 7 p.i.. Durante la segunda semana p.i., los animales 
pertenecientes a los tres grupos mostraron un aumento en la gravedad de los síntomas 
observados, afectando a 2-4 animales por Grupo, los cuales manifestaron depresión y 
erizamiento del pelo hasta el día 9 p.i. Posteriormente, los síntomas pasaron a ser sobre 
todo respiratorios, apareciendo taquipnea, con 45-59 respiraciones/minuto y respiración 
superficial, especialmente en los animales pertenecientes a los Grupos 25 y 27, 
inoculados con aislados de genotipo americano. Los individuos pertenecientes al Grupo 
25 siguieron mostrando sintomatología moderada en la tercera semana p.i., 
caracterizada por signos respiratorios en el período comprendido entre el día 17 p.i. y el 
día 20 p.i. Específicamente, en un animal se observó taquipnea con una frecuencia 
respiratoria de entre 45 y 59 respiraciones/minuto en los días 17, 19 y 20 p.i., y otro 
presentó respiración abdominal acusada en el día 18 p.i. A pesar de todas estas 
características, y debido a la alta variabilidad individual en la gravedad de la 
sintomatología, no se pudieron establecer diferencias estadísticamente significativas con 
los demás grupos. No obstante, el análisis de conglomerados agrupó al Grupo 25, 
inoculado con la cepa de genotipo americano AM-2, con el Grupo 26, utilizado como 
Control Positivo, tras dos semanas p.i. ( P < 0,05). 
 
Figura 19. Media del sumatorio de la sintomatología respiratoria y sistémica 
observada en los grupos con un grado importante de significación en la aparición 






































Períodos de Tiempo del Experimento
Media Cepas 
Vacunales
Grupo 27 (AM-5) 
EE.UU
Grupo 2 (Sp-3) 
España








Observando las Tablas 18, 19 y 20 encontramos tres grupos, (3, 11 y 21) cuyos 
datos acumulados del sumatorio de los síntomas para todo el período de estudio indican 
que son aislados con mayor potencial patogénico, hasta el punto de que podríamos 
clasificarlos, atendiendo a la sintomatología registrada, como aislados de 
“VIRULENCIA MEDIA”, dado que sus medias del Área Bajo la Curva se mueven en 
índices superiores a 2,47 en la primera semana p.i. y 2,30 en la segunda, frente al Grupo 
26 Control Positivo que presentó valores de 5,20 en la primera semana y 5,30 en la 
segunda (Figura 20). En estos grupos, los animales inoculados con los aislados de 
origen español Sp-5 y Sp-27 y el aislado de origen italiano EU-16 mostraron una 
sintomatología caracterizada por síntomas sistémicos de forma generalizada desde el día 
5 p.i. hasta el día 7 p.i., entre los que se incluyen depresión, erizamiento del pelo y 
anorexia en algunos animales. Además se anotaron ocasionalmente síntomas 
respiratorios como toses y taquipnea, con frecuencias respiratorias de entre 45 y 59 
respiraciones/minuto. Específicamente, en el Grupo 3 se observó depresión y taquipnea 
que afectó al 30% de los animales durante el período comprendido entre los días 2 p.i. y 
4 p.i. Durante la segunda semana de estudio entre el 40% y el 50% de los animales 
pertenecientes a estos tres grupos tuvieron síntomas sistémicos de depresión y 
erizamiento del pelo. Además, en algunos animales se observaron síntomas respiratorios 
como taquipnea y respiración superficial, especialmente en el período comprendido 
entre el día 9 y el día 12 p.i. Estos resultados fueron estadísticamente superiores a los 
obtenidos para el Grupo Control Negativo (P < 0,001), los Grupos 29, 30, 31 y 32, 
inoculados con las cepas vacunales (P< 0,01), los Grupos 8, 9 y 12, inoculados con los 
aislados españoles Sp-20, Sp-22 y Sp-28 (P < 0,01), los Grupos 13, 14 , 15 y 16, 
inoculados con los aislados EU-1, EU-2, EU-5 y EU-9 procedentes de Europa 
Occidental (P < 0,02) y el Grupo 19, inoculado con el aislado polaco EU-13 (P < 0,01). 
Sin embargo, a pesar de la sintomatología observada, el análisis de conglomerados no 
pudo agrupar a estos aislados con la cepa americana de alta virulencia AM-4 (Control 
Positivo) ni con ningún otro aislado. 
 
Figura 20. Media del sumatorio de la sintomatología respiratoria y sistémica 
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Media Cepas 
Vacunales
Grupo 11 (Sp-27) 
España
Grupo 3 (Sp-5) 
España








Finalmente, en las Tablas 18, 19 y 20 se muestran los resultados de dos aislados, 
EU-10 y EU-17 catalogados como de “ALTA VIRULENCIA”, dado que los valores 
medios de Área Bajo la Curva registrados para estos grupos fueron similares a los 
obtenidos para el Grupo Control Positivo durante la primera semana p.i. en incluso 
superiores a este Control Positvo en la segunda semana p.i. en el caso del Grupo 22 
(Figura 21). 
 
El aislado EU-17 de origen italiano, con el que se inocularon los animales 
pertenecientes al Grupo 22, indujo síntomas muy graves durante las dos primeras 
semanas p.i. (5,13 ± 1,46; 8,00 ± 2,62) superando en esta última semana a los valores 
medios del Grupo 26 (5,30 ± 4,22), inoculado con la cepa americana AM-4 altamente 
virulenta. Los animales de este Grupo mostraron síntomas sistémicos, caracterizados 
por depresión y erizamiento del pelo en todos los animales entre los días 3 y 7 p.i., 
aunque en esta semana no se observaron síntomas respiratorios. Sin embargo, durante la 
segunda semana de estudio, no sólo se mantuvieron los síntomas observados en la 
anterior semana, sino que se incrementaron de forma notable. Este aumento en la 
sintomatología clínica se debió principalmente a la aparición de síntomas respiratorios a 
partir del día 9 p.i., estando afectados todos los animales a partir del día 10 p.i. y 
manteniéndose esta situación hasta el día 12 p.i. Esta sintomatología respiratoria se 
caracterizó por la aparición de tos, taquipnea muy acusada y respiración abdominal. 
Además, estos síntomas respiratorios se acompañaron, en la mayoría de los animales, de 
síntomas de depresión, anorexia y letargia. En el período comprendido entre el día 12 y 
el día 14 p.i. la sintomatología disminuyó drásticamente, hasta observarse únicmaente 
depresión únicamente 4 animales. 
 
Junto al aislado italiano EU-17, podemos incluir en el apartado de aislados de alta 
virulencia al aislado EU-10 de origen polaco, con el que se inocularon los animales del 
Grupo 17. En estos animales se produjo una sintomatología sistémica muy acusada 
durante la primera semana p.i., observándose animales muy apáticos, letargia 
generalizada y erizamiento del pelo en todos los animales, alcanzando un pico (5,73 ± 
1,03) en esta primera semana similar al producido por la cepa americana altamente 
virulenta AM-4 (5,20 ± 2,46). Estos síntomas remitieron bruscamente en la segunda 
semana p.i. y desapareciendo en la última. 
 
La sintomatología observada durante la primera semana de estudio en ambos 
grupos fue estadísticamente superior a la encontrada en los demás grupos (P < 0,001), a 
excepción del Grupo 26 inoculado la cepa americana AM-4 altamente virulento. Sin 
embargo, cuando analizamos la intensidad de la sintomatología en la segunda semana 
p.i., el aislado de origen italiano EU-17 mantuvo estas diferencias estadísticamente 
significativas, junto con la cepa AM-4 de genotipo americano altamente virulento, 
frente a todos los grupos, mientras que el aislado de origen polaco EU-10 del Grupo 17 
no fue estadísticamente diferente de ningún Grupo del estudio. Aunque si tenemos en 
cuenta la sintomatología acumulada durante estas dos semanas p.i., el Grupo 17 
mantuvo valores de Área Bajo la Curva estadísticamente superiores a los Grupos 1, 4, 6, 
7, 8, 9 y 12 inoculados con los aislados españoles Sp-2, Sp-6, Sp-13, Sp-16, Sp-20, Sp-
22 y Sp-28 (P < 0,05), a los Grupos 13, 14, 15 y 16, inoculados con los aislados EU-1, 
EU-2, EU-5 y EU-9 procedentes de Europa Occidental (P < 0,05), a los Grupos 18 y 19, 
inoculados con los aislados de origen polaco EU-12 y EU-13 (P < 0,05), y al Grupo 20, 




semana p.i. no se pudieron establecer diferencias estadísticamente significativas con 
ningún grupo del estudio. 
 
El sistema de análisis de conglomerados agrupó, en la primera semana de estudio, 
a los animales inoculados con estos dos aislados de “Alta Virulencia” con los animales 
pertenecientes al Grupo 26, inoculados con la cepa altamente virulenta de origen 
norteamericano am-4(P < 0,001). En la segunda semana p.i. sólo los animales 
inoculados con el aislado de origen italiano EU-17 del Grupo 22 se agruparon con los 
animales inoculados con la cepa AM-4 altamente virulenta del Grupo 26 (P < 0,001). 
Finalmente, en la tercera y última semana de estudio, el sistema de análisis de 
conglomerados consideró, dentro de las variables descritas, únicamente a los animales 
pertenecientes al Grupo 26, inoculados con la cepa AM-4 de alta virulencia y genotipo 
americano (P < 0,01). 
 
 
Figura 21. Media del sumatorio de la sintomatología respiratoria y sistémica 




































































4.2.4. Lesiones Pulmonares 
 
En la Tabla 21 se muestran los resultados de la media y la desviación estándar del 
porcentaje de superficie pulmonar afectada en los animales de los diferentes grupos en 
cada uno de los días de sacrificio. En la mayoría de los grupos estudiados las lesiones 
más extensas se pudieron observar en el día 7 p.i., descendiendo estas lesiones 
progresivamente hasta el día 21 p.i. Las principales lesiones se correspondieron con un 
patrón de consolidación multifocal, en el que en raras ocasiones se observó falta de 
colapso pulmonar y edema intersticial. Un aspecto fundamental que se puede observar 
en los resultados de lesión pulmonar expresados en esta Tabla es la enorme variabilidad 
individual, lo que ha provocado que en muy pocas ocasiones valores muy diferentes 
entre grupos hayan tenido significación estadística. Los pocos casos en que ha habido 
significación estadística entre grupos, ésta se muestra en las Figuras 22, 23 y 24. 
 
Tabla 21: Resultados de la media del porcentaje de superficie pulmonar afectada 
en los animales de los diferentes grupos en cada día de sacrificio 
 
Día 7 Día 14 Día 21
1 Sp-2 18,4* ± 14,8a 9,4 ± 7,9 3,8 ± 2,7 
2 Sp-3 6,8 ± 6,0 6,8 ± 9,7 3,0 ± 4,1
3 Sp-5 11,2 ± 10,4 2,0 ± 2,9 7,4 ± 13,3
4 Sp-6 14,8 ± 8,7 12,8 ± 6,8 5,3 ± 4,6
5 Sp-12 17,4 ± 15,0 5,4 ± 4,2 3,0 ± 3,0
6 Sp-13 9,9 ± 11,9 2,2 ± 3,5 5,8 ± 7,3
7 Sp-16 16,2 ± 12,6 11,4 ± 7,1 4,8 ± 5,4
8 Sp-20 1,0 ± 1,7 0,4 ± 0,5 0,0 ± 0,0
9 Sp-22 6,0 ± 2,3 4,4 ± 6,7 0,4 ± 0,9
10 Sp-24 11,8 ± 11,1 6,4 ± 5,2 2,5 ± 2,7
11 Sp-27 8,6 ± 4,9 7,2 ± 6,9 7,4 ± 7,1
12 Sp-28 9,2 ± 8,2 3,0 ± 4,2 0,8 ± 1,3
13 EU-1 1,8 ± 1,6 2,2 ±3,5 2,8 ± 3,0
14 EU-2 7,0 ± 8,6 5,6 ± 2,7 1,8 ± 1,8
15 EU-5 7,6 ± 8,3 12,8 ± 7,6 8,2 ± 10,3
16 EU-9 14,0 ± 17,2 10,6 ± 7,2 10,2 ± 4,0
17 EU-10 12,6 ± 11,7 2,4 ± 4,0 0,4 ± 0,5
18 EU-12 27,6 ± 11,1 11,8 ± 9,4 4,2 ± 5,2
19 EU-13 3,2 ± 2,9 1,2 ± 1,8 2,0 ± 3,1
20 EU-15 3,0 ± 2,7 2,6 ± 2,4 2,4 ± 2,9
21 EU-16 17,6 ± 9,6 4,0 ± 3,3 4,8 ± 2,9
22 EU-17 12,4 ± 5,9 14,2 ± 13,8 1,4 ± 3,1
23 EU-18 30,4 ± 19,8 25,6 ± 21,2 6,2 ± 4,0
24 EU-19 6,8 ± 5,8 8,4 ± 6,0 4,4 ± 3,0
25 AM-2 12,2 ± 13,7 11,0 ± 10,6 5,0 ± 4,7
26 AM-4 16,4 ± 7,8 14,6 ± 7,7 14,8 ± 13,4
27 AM-5 8,0 ± 8,3 15,6 ± 16,5 10,8 ± 5,8
28 AM-10 21,8 ± 16,9 28,4 ± 24,3 13,6 ± 9,1
29 Vac-1 1,9 ± 2,9 0,5 ± 0,4 1,6 ± 3,0
30 Vac-3 2,2 ± 2,5 2,2 ± 4,4 0,8 ± 1,5
31 Vac-4 2,3 ± 2,6 2,4 ± 4,3 2,5 ± 3,1
32 Vac-5 0,9 ± 0,9 0,0 ± 0,0 3,6 ± 4,8
33 Control - 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0
a : Desviación estándar
Grupo Aislado
Días del Experimento
* : Porcentaje de Superficie Pulmonar Afectada
 
Grupos inoculados con Cepas vacunales






Figura 22: Media del porcentaje de lesión pulmonar de los grupos en el día 7 p.i. 
Tipo I Tipo II
#: Expresa diferencias estadísticamente significativas frente a los grupos  8, 13, 29, 30, 31, 32 y 33
O: Expresa además diferencias estadísticamente significativas frente a los grupos 19 y 20  
 
Figura 23: Media del porcentaje de lesión pulmonar de los grupos en el día 14 p.i. 
Tipo I Tipo II
#: Expresa diferencias estadísticamente significativas frente a los grupos  8, 13, 29, 30, 31, 32 y 33
O: Expresa además diferencias estadísticamente significativas frente a los grupos 19 y 20  
 
Figura 24: Media del porcentaje de lesión pulmonar de los grupos en el día 21 p.i. 




Como se observa en la Tabla 21, ninguno de los animales pertenecientes al Grupo 
33, Control Negativo, presentó ningún tipo de lesión pulmonar a lo largo del período de 
estudio. Igualmente, y como era de esperar, en los animales pertenecientes a los Grupos 
29 y 30, inoculados con cepas vacunales del genotipo I europeo, así como los animales 
pertenecientes a los Grupos 31 y 32 inoculados con cepas vacunales del genotipo II 
americano, los porcentajes de lesiones pulmonares fueron muy bajos en los tres días en 
los que se practicaron necropsias. En este sentido, los animales pertenecientes a los 
Grupos 29 y 30 mostraron medias de porcentaje de superficie pulmonar afectada de 2,0, 
1,3 y 1,2 en la 1ª, 2ª y 3ª semana p.i. respectivamente. Igualmente, las medias para los 
individuos pertenecientes a los Grupos 31 y 32 mostraron porcentajes medios de 
superficie pulmonar afectada de 1,6, 1,2 y 3,0 en las semanas 1ª, 2ª y 3ª 
respectivamente. Ninguno de estos resultados fueron diferentes estadísticamente de los 
obtenidos para los animales del Grupo 33, que actuaron como Grupo Control Negativo 
(P< 0,05). 
 
Por el contrario, los animales pertenecientes al Grupo 26, inoculados con la cepa 
del VSRRP de genotipo americano AM-4 empleada como Control Positivo, se observó 
un aumento significativo en el porcentaje de superficie pulmonar afectada registrado 
durante las necropsias efectuadas en los días 7 p.i., (16,4 ± 7,8) y, especialmente, 14 p.i. 
y 21 p.i., con valores medios de 14,6 ± 7,7 y 14,8 ± 13,4 respectivamente. 
Curiosamente, y debido a la alta variabilidad individual, no se pudo establecer ninguna 
significación estadística con ningún Grupo en estudio. 
 
El análisis de los datos registrados indica que algunos aislados se caracterizaron 
por presentar porcentajes de superficie pulmonar afectada bajísimos, no existiendo 
diferencias estadísticamente significativas con los registros de los animales 
pertenecientes al Grupo Control Negativo (P < 0,05). Entre estos aislados podemos 
señalar a los aislados españoles Sp-20 y Sp-22 con los que se han inoculado los 
animales de los Grupos 8 y 9 y a los aislados EU-1, EU-13 y EU-15 procedentes de 
Francia, Polonia e Italia respectivamente, con los que se inocularon los Grupos 13, 19 y 
20. En todos ellos los valores medios del porcentaje de superficie pulmonar afectada fue 
similar al obtenido con los grupos inoculados con las cepas vacunales, tanto de genotipo 
europeo como americano, destacando especialmente los animales pertenecientes al 
Grupo 8, inoculados con la cepa de origen español Sp-20. Estos individuos, mostraron 
porcentajes de lesión pulmonar de 1,0 ± 1,7 en el día 7 p.i., 0,4 ± 0,5 en el día 14 p.i., y 
0,0 ± 0,0 en el día 21 p.i., lo que equivale a valores inferiores a los registrados en los 
grupos inoculados con las cepas vacunales, si bien es cierto que no se encontraron 
diferencias estadísticamente significativas entre ellos. 
 
Por otro lado, la gran mayoría de los grupos analizados mostraron niveles medios 
de porcentaje de superficie pulmonar afectada entre leves y moderados. Entre los grupos 
cuyos porcentajes medios de lesión pulmonar han oscilado entre 6,0 y 14,0 en el análisis 
realizado en la necropsia del día 7 p.i. se encuentran los Grupos 2, 3, 4, 6, 10, 11 y 12 
inoculados con los aislados españoles Sp-3, Sp-5, Sp-6, Sp-13, Sp-24, Sp-27 y Sp-28, 
los Grupos 14, 15 y 16 inoculados con los aislados EU-2, EU-5 y EU-9 de origen 
alemán, holandés y belga respectivamente, los Grupos 17 y 22 inoculados con el aislado 
polaco EU-10 y el aislado de origen italiano EU-17 respectivamente. Sin embargo, entre 
los grupos que se han caracterizado por inducir lesiones moderadas, moviéndose en 
rangos de entre 16% y 19% de superficie pulmonar afectada en el día 7 p.i., se 




VSRRP obtenidos en España y el último con el aislado italiano EU-16. Es de resaltar, 
nuevamente que, debido a la alta variabilidad individual, no se pudieron establecer 
diferencias estadísticamente significativas entre estos grupos y el Grupo Control 
Negativo. 
 
Por el contrario, algunos de los aislados analizados produjeron en los animales 
inoculados lesiones pulmonares consideradas graves tanto en el día 7 p.i. como en el día 
14 p.i. Entre ellos destacamos el aislado polaco EU-12 y el aislado italiano EU-18 con 
los que se han inoculado los grupos 18 y 23 respectivamente. Los animales del Grupo 
18 presentaron unos valores medios de porcentaje de superficie pulmonar afectada de 
27,6 ± 11,1 en el día 7 p.i. y de 11,8 ± 9,4 en el día 14 p.i. Igualmente, los animales del 
Grupo 23 presentaron valores medios de superficie pulmonar afectada de 30,4 ± 19,8 y 
de 25,6 ± 21,2 para los días 7 y 14 p.i. respectivamente. A pesar de estas diferencias tan 
significativas, y como se pueden observar en la Tabla 21 y en la Figura 22, sólo 
existieron diferencias estadísticamente significativas en el día 7 p.i. entre estos dos 
grupos y el Grupo 33 (Control Negativo), los Grupos 29, 30, 31 y 32 inoculados con las 
cepas vacunales, y los Grupos 8 y 13 (P < 0,05), inoculados con los aislados Sp-20, de 
origen español, y EU-1, de origen francés. Además, los animales del Grupo 23 
mostraron valores significativamente superiores a los de los Grupos 19 y 20 (P < 0,05). 
Sin embargo, en el día 14 p.i. sólo se encontraron diferencias estadísticamente 
significativas entre el Grupo 23 (Figura 27), inoculado con el aislado italiano EU-18 y 
el Grupo Control Negativo (P < 0,05), los Grupos 29, 30, 31 y 32 (P < 0,05), inoculados 
con las cepas vacunales, tanto de genotipo europeo como americano, y los Grupos 3, 6, 
8 y 9 (P < 0,05), inoculados con los aislados españoles Sp-5, Sp-13, Sp-20 y Sp-22. 
 
Finalmente, entre los grupos inoculados con los aislados pertenecientes al 
genotipo II americano (Grupos 25, 27 y 28) se observó de forma general un aumento en 
las lesiones pulmonares respecto a la mayoría de los grupos analizados, excepción 
hecha de los Grupos 18 y 23 descritos anteriormente, especialmente en los días 14 y 21 
p.i. (Tabla 21). De entre estos grupos, destaca el Grupo 28 inoculado con el aislado 
americano AM-10 que presentó valores superiores con diferencias estadísticamente 
significativas en el día 14 p.i. (Figura 23) frente a los animales del Grupo 33 (Control 
Negativo), y de los Grupos 28, 29, 30 y 31, inoculados con cepas vacunales. Además, 
los animales pertenecientes a este Grupo 28 presentaron valores estadísticamente 
superiores a los Grupos 3, 6, 8 y 9 ( P < 0,05), inoculados con los aislados españoles Sp-
5, Sp-13, Sp-20 y Sp-22 en el día 7 p.i., a los Grupos 13, 14 y 17 (P < 0,05), inoculados 
con los aislados EU-1, EU-2 y EU-9, procedentes de Europa Occidental, al Grupo 19, 
inoculado con el aislado polaco EU-19, y al Grupo 21, inoculado con el aislado de 



















Los resultados del aislamiento y titulación vírica en MAP de las muestras de suero 
procedentes de los animales de los distintos grupos experimentales se muestran en la 
Tabla 22. En esta Tabla se han incluido los valores de la media y la desviación estándar 
de los resultados obtenidos para cada uno de los grupos en cada día de extracción de 
sangre. Además se han incluido la media y desviación estándar de los resultados de la 
primera, la segunda y la tercera semana del estudio. 
 
Como era de esperar, todas las muestras de suero de los animales pertenecientes al 
Grupo 33, que actuó como Control Negativo, dieron resultados negativos al aislamiento 
vírico en MAP. 
 
En el caso de los Grupos 29, 30, 31 y 32, inoculados con las cepas vacunales, los 
resultados fueron variables dependiendo de la cepa utilizada y la línea celular empleada. 
Los resultados específicos para estos cuatro grupos en ambas líneas celulares se 
muestran en la Tabla 23 y en las Figuras 25 y 26. En concreto, en el Grupo 29, 
inoculado con la cepa vacunal Vac-2, de origen holandés, no fue posible el aislamiento 
vírico en MAP en ninguna de las muestras de suero. En el resto de grupos inoculados 
con cepas vacunales el virus se aisló con menor frecuencia y con títulos inferiores a los 
obtenidos en los grupos inoculados con los aislados de campo. Así, en el Grupo 29, 
inoculado con la cepa de origen español Vac-1, fue posible aislar virus en cultivos de 
MAP en el suero de dos animales desde el día 9 p.i. hasta el día 18 p.i. En el caso del 
Grupo 31, inoculado con la cepa americana Vac-4, fue posible el aislamiento vírico en 
suero desde el día 6 p.i. hasta el día 21 p.i. En cambio, en el Grupo 32, inoculado con la 
cepa vacunal Vac-5, se produjo una viremia más temprana en los animales inoculados, 
detectándose virus en suero desde el día 3 p.i. en 6 animales de los 15 que componían el 
Grupo, llegando al 100% de positivos en el día 7 p.i., hasta prácticamente desaparecer a 
partir del día 12 p.i., ya que sólo se detectó un animal positivo en el día 14 p.i. (Tabla 23 
y Figura 25). 
 
Cuando las viremias de los grupos analizados se determinaron mediante 
aislamiento en la línea celular MARC-145 (Tabla 23; Figura 26), se detectaron animales 
virémicos en el Grupo 32, inoculado con la cepa Vac-5, desde el día 6 p.i. hasta el día 
14 p.i., en los Grupos 29 y 31, inoculados con los cepas vacunales Vac-1 y Vac-4 
respectivamente, desde el día 3 p.i. hasta el día 14 p.i., y en el Grupo 30, inoculado con 
la cepa Vac-3, desde el día 6 p.i. hasta el 21 p.i. 
 
El análisis estadístico de la intensidad de la viremia, medida mediante el Área 
Bajo la Curva, en los grupos inoculados con las cepas vacunales determinó que se 
obtuvieron títulos víricos en suero inferiores a los obtenidos en los grupos inoculados 
con los aislados de campo (P < 0,001) (Figura 27). Cuando se compararon las cepas 
vacunales entre sí, se observaron diferencias estadísticamente significativas entre los 
resultados del Grupo 32, inoculado con la cepa de genotipo II Vac-5 y los demás grupos 
inoculados con las cepas vacunales durante la primera semana p.i. (P < 0,05). Sin 
embargo, el sistema de análisis de conglomerados agrupó a todos estos grupos 
inoculados con cepas vacunales (P < 0,001). 
 
  
Tabla 22: Titulación vírica en cultivos de MAP en las muestras de suero obtenidas de todos los Grupos durante el período de estudio. 
D0 D3 D6 1ª Semana# D7 D9 D12 2ª Semana# D14 D15 D18 D21 3ª Semana#
1 Sp-2   0,0*± 0,0a 3,6 ± 0,5 3,5 ± 0,4 3,6 ± 0,5 4,0 ± 0,4 4,0 ± 0,2 3,5 ± 0,1 3,8 ± 0,2 3,5 ± 0,2 3,6 ± 0,2 3,3 ± 0,2 3,2 ± 0,3 3,3 ± 0,2
2 Sp-3 0,0 ± 0,0 3,3 ± 0,4 3,6 ± 0,4 3,5 ± 0,4 4,0 ± 0,3 3,8 ± 0,3 4,0 ± 0,2 3,9 ± 0,2 3,6 ± 0,4 3,5 ± 0,2 3,3 ± 0,2 3,3 ± 0,5 3,3 ± 0,3
3 Sp-5 0,0 ± 0,0 3,3 ± 0,6 3,6 ± 0,5 3,4 ± 0,6 3,9 ± 0,2 3,8 ± 0,3 3,7 ± 0,3 3,7 ± 0,3 3,3 ± 0,4 3,3 ± 0,2 3,0 ± 0,0 2,7 ± 0,3 2,9 ± 0,2
4 Sp-6 0,0 ± 0,0 3,3 ± 0,4 3,6 ± 0,4 3,5 ± 0,4 4,0 ± 0,0 3,8 ± 0,3 4,0 ± 0,1 3,9 ± 0,2 3,6 ± 0,3 3,5 ± 0,3 3,3 ± 0,3 3,4 ± 0,3 3,3 ± 0,3
5 Sp-12 0,0 ± 0,0 3,5 ± 0,2 4,0 ± 0,1 3,8 ± 0,2 4,2 ± 0,3 4,0 ± 0,2 3,9 ± 0,2 3,9 ± 0,2 3,9 ± 0,1 3,6 ± 0,1 3,4 ± 0,1 3,1 ± 0,4 3,3 ± 0,3
6 Sp-13 0,0 ± 0,0 3,3 ± 0,4 4,0 ± 0,2 3,6 ± 0,3 4,2 ± 0,1 3,9 ± 0,2 3,9 ± 0,2 3,9 ± 0,2 3,7 ± 0,0 4,0 ± 0,1 3,6 ± 0,2 3,3 ± 0,3 3,5 ± 0,3
7 Sp-16 0,0 ± 0,0 2,8 ± 0,7 3,8 ± 0,3 3,3 ± 0,5 3,8 ± 0,2 3,9 ± 0,4 3,7 ± 0,1 3,8 ± 0,3 3,5 ± 0,0 2,7 ± 0,6 2,4 ± 1,1 2,0 ± 1,2 2,2 ± 1,2
8 Sp-20 0,0 ± 0,0 2,4 ± 0,5 3,0 ± 0,7 2,7 ± 0,6 3,5 ± 0,4 3,5 ± 0,6 3,3 ± 0,5 3,4 ± 0,5 3,1 ± 0,6 3,0 ± 0,9 2,7 ± 1,1 1,8 ± 0,6 2,3 ± 0,9
9 Sp-22 0,0 ± 0,0 3,4 ± 0,4 3,8 ± 0,1 3,6 ± 0,2 3,9 ± 0,3 3,9 ± 0,2 4,0 ± 0,2 3,9 ± 0,2 3,9 ± 0,1 3,7 ± 0,2 3,5 ± 0,0 2,9 ± 0,5 3,2 ± 0,3
10 Sp-24 0,0 ± 0,0 3,4 ± 0,3 3,6± 0,3 3,5 ± 0,3 3,7 ± 0,2 3,9 ± 0,1 3,7 ± 0,3 3,8 ± 0,2 3,6 ± 0,1 3,4 ± 0,3 3,2 ± 0,4 2,7 ± 0,4 3,0 ± 0,4
11 Sp-27 0,0 ± 0,0 3,6 ± 0,4 3,9 ± 0,1 3,8 ± 0,3 4,3 ± 0,3 4,0 ± 0,2 4,1 ± 0,1 4,0 ± 0,2 4,0 ± 0,2 3,6 ± 0,0 3,3 ± 0,2 3,0 ± 0,3 3,2 ± 0,2
12 Sp-28 0,0 ± 0,0 3,3 ± 0,3 3,5 ± 0,3 3,4 ± 0,3 3,6 ± 0,2 3,7 ± 0,2 3,7 ± 0,2 3,7 ± 0,2 3,6 ± 0,3 3,6 ± 0,1 3,4 ± 0,4 3,2 ± 0,7 3,3 ± 0,5
13 EU-1 0,0 ± 0,0 3,2 ± 0,6 3,6 ± 0,6 3,4 ± 0,6 4,0 ± 0,2 4,3 ± 0,3 3,7 ± 0,2 4,0 ± 0,3 3,2 ± 0,1 3,0 ± 0,1 2,9 ± 0,3 2,4 ± 0,4 2,7 ± 0,3
14 EU-2 0,0 ± 0,0 2,5 ± 0,5 3,0 ± 0,3 2,8 ± 0,4 3,0 ± 0,1 3,2 ± 0,3 3,0 ± 0,4 3,1 ± 0,4 2,6 ± 0,3 2,7 ± 0,5 2,3 ± 0,4 1,9 ± 0,4 2,1 ± 0,4
15 EU-5 0,0 ± 0,0 3,2 ± 0,7 4,0 ± 0,7 3,6 ± 0,7 3,0 ± 0,6 4,2 ± 0,4 4,2 ± 0,3 4,2 ± 0,4 3,4 ± 0,3 3,2 ± 0,2 3,1 ± 0,2 2,7 ± 0,4 2,9 ± 0,3
16 EU-9 0,0 ± 0,0 3,3 ± 0,4 3,8 ± 0,5 3,6 ± 0,5 4,1 ± 0,3 4,2 ± 0,4 4,2 ± 0,5 4,2 ± 0,4 3,4 ± 0,3 3,2 ± 0,3 3,1 ± 0,4 2,7 ± 0,5 2,9 ± 0,4
17 EU-10 0,0 ± 0,0 3,7 ± 0,4 4,6 ± 0,5 4,2 ± 0,5 4,8 ± 0,2 4,7 ± 0,7 4,3 ± 0,3 4,5 ± 0,5 4,2 ± 0,2 3,3 ± 0,3 3,5 ± 0,5 2,8 ± 0,2 3,2 ± 0,3
18 EU-12 0,0 ± 0,0 3,0 ± 0,5 3,8 ± 0,2 3,4 ± 0,4 4,0 ± 0,2 3,1 ± 0,4 3,0 ± 0,5 3,1 ± 0,5 2,8 ± 0,2 2,8 ± 0,4 2,6 ± 0,1 1,6 ± 0,6 2,1 ± 0,4
19 EU-13 0,0 ± 0,0 1,5 ± 0,5 2,0 ± 0,2 1,8 ± 0,3 1,2 ± 0,3 1,5 ± 0,5 1,3 ± 0,4 1,4 ± 0,4 1,0 ± 0,1 1,0 ± 0,5 1,0 ± 0,5 1,0 ± 0,4 1,0 ± 0,4
20 EU-15 0,0 ± 0,0 2,8 ± 0,5 3,6 ± 0,4 3,2 ± 0,5 3,5 ± 0,3 3,5 ± 0,3 3,1 ± 0,3 3,3 ± 0,3 2,9 ± 0,2 2,6 ± 0,3 2,3 ± 0,3 1,5 ± 0,5 1,9 ± 0,4
21 EU-16 0,0 ± 0,0 4,1 ± 0,4 4,0 ± 0,7 4,1 ± 0,5 3,9 ± 0,4 3,8 ± 0,4 3,6 ± 0,4 3,7 ± 0,4 4,0 ± 0,1 3,5 ± 0,4 3,2 ± 0,4 2,7 ± 0,2 3,0 ± 0,3
22 EU-17 0,0 ± 0,0 4,3 ± 0,6 4,9 ± 0,7 4,6 ± 0,7 4,6 ± 0,3 4,6 ± 0,4 4,6 ± 0,6 4,6 ± 0,5 4,2 ±0,3 3,5 ± 0,5 3,3 ± 0,5 3,1 ± 0,7 3,2 ± 0,6
23 EU-18 0,0 ± 0,0 4,0 ± 0,5 4,1 ± 0,5 4,1 ± 0,5 4,0 ± 0,6 3,9 ± 0,3 3,9 ± 0,3 3,9 ± 0,3 3,8 ± 0,3 3,7 ± 0,5 3,2 ± 0,3 2,9 ± 0,4 3,1 ± 0,4
24 EU-19 0,0 ± 0,0 2,9 ± 0,4 3,2 ± 0,2 3,0 ± 0,3 3,2 ± 0,3 3,3 ± 0,2 2,9 ± 0,2 3,1 ± 0,2 2,6 ± 0,4 2,5 ± 0,3 2,3 ± 0,3 1,9 ± 0,2 2,1 ± 0,2
25 AM-2 0,0 ± 0,0 2,7 ± 0,6 3,3 ± 0,5 3,0 ± 0,5 3,0 ± 0,3 4,2 ±0,5 2,9 ± 0,4 3,6 ± 0,5 2,7 ± 0,3 2,0 ± 0,7 1,9 ± 1,0 2,3 ± 1,2 2,1 ± 1,1
26 AM-4 0,0 ± 0,0 3,4 ± 0,5 3,7 ± 0,4 3,6 ± 0,5 3,6 ± 0,0 3,3 ± 0,5 3,4 ± 0,4 3,4 ± 0,4 3,3 ± 0,4 3,1 ± 0,7 2,5 ± 0,7 2,0 ± 0,5 2,3 ± 0,6
27 AM-5 0,0 ± 0,0 3,8 ± 0,5 4,2 ± 0,4 4,0 ± 0,4 4,1 ± 0,3 4,1 ± 0,2 3,7 ± 0,7 3,9 ± 0,4 3,5 ± 0,5 3,1 ± 0,4 2,8 ± 0,6 1,9 ± 0,7 2,4 ± 0,6
28 AM-10 0,0 ± 0,0 3,1 ± 0,3 3,5 ± 0,3 3,3 ± 0,3 3,5 ± 0,3 3,5 ± 0,2 3,1 ± 0,1 3,3 ± 0,1 2,4 ± 0,2 2,2 ± 0,3 2,3 ± 0,3 1,9 ± 0,5 2,1 ± 0,4
29 Vac-1 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 1,0 ± 0,3 1,0 ± 0,4 1,0 ± 0,3 1,0 ± 0,4 1,0 ± 0,4 1,5 ± 0,7 0,0 ± 0,0 1,0 ± 0,3
30 Vac-3 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0
31 Vac-4 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 1,1 ± 0,4 1,1 ± 0,4 1,1 ± 0,6 1,3 ± 0,7 1,0 ± 0,4 1,2 ± 0,6 1,0 ± 0,5 1,0 ± 0,4 1,2 ± 0,5 1,0 ± 0,0 1,1 ± 0,5
32 Vac-5 0,0 ± 0,0 3,2 ± 1,7 2,5 ± 1,4 2,9 ± 1,5 2,7 ± 0,7 1,1 ± 0,7 0,0 ± 0,0 1,9 ± 0,7 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0
33 Control - 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0
*: Títulos víricos expresados como log 10 DI 50 CT/ml de suero
a : Desviación Estándar Grupo Control Positivo Grupos con títulos víricos significativamente bajos







Tabla 23: Titulación vírica en cultivos de MAP y MARC-145 de las muestras de 
suero obtenidas de los grupos inoculados con las cepas vacunales. 
 
Grupo 29 30 31 32
Cepas Vac-1 Vac-3 Vac-4 Vac-5
MAP  0,0*± 0,0a 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0
Marc-145 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0
MAP 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 3,2 ± 1,7
Marc-145 1,5 ± 0,6 0,0 ± 0,0 1,6 ± 0,9 0,0 ± 0,0
MAP 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 1,1 ± 0,4 2,5 ± 1,4
Marc-145 3,0 ± 1,3 1,2 ± 0,6 1,8 ± 1,0 1,2 ± 0,7
MAP 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 1,1 ± 0,6 2,7 ± 0,7
Marc-145 2,7 ± 1,5 2,7 ± 1,6 1,7 ± 0,5 1,6 ± 0,4
MAP 1,0 ± 0,3 0,0 ± 0,0 1,3 ± 0,7 1,1 ± 0,7
Marc-145 1,8 ± 1,1 2,8 ± 1,4 2,3 ± 1,3 0,9 ± 0,5
MAP 0,9 ± 0,4 0,0 ± 0,0 1,0 ± 0,4 0,0 ± 0,0
Marc-145 1,7 ± 1,0 2,3 ± 1,3 2,3 ± 1,2 0,9 ± 0,3
MAP 1,0 ± 0,4 0,0 ± 0,0 0,9 ± 0,5 0,0 ± 0,0
Marc-145 1,3 ± 0,8 1,0 ± 0,5 1,5 ± 0,9 0,9 ± 0,4
MAP 0,9 ± 0,4 0,0 ± 0,0 0,9 ± 0,4 0,0 ± 0,0
Marc-145 0,9 ± 0,4 1,0 ± 0,4 0,9 ± 0,4 0,0 ± 0,0
MAP 1,5 ± 0,7 0,0 ± 0,0 1,2 ± 0,5 0,0 ± 0,0
Marc-145 0,9 ± 0,4 1,0 ± 0,4 2,8 ± 1,3 0,0 ± 0,0
MAP 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 1,0 ± 0,4 0,0 ± 0,0
Marc-145 0,0 ± 0,0 1,0 ± 0,4 0,9 ± 0,4 0,0 ± 0,0
a : Desviación Estándar
















Figura 25: Titulación vírica en cultivos de MAP de las muestras de suero obtenidas 











































Figura 26: Titulación vírica en la línea celular MARC-145 de las muestras de suero 













































Los resultados de aislamiento y titulación vírica obtenidos para los animales 
pertenecientes al Grupo Control Positivo inoculados con la cepa AM-4 del genotipo 
americano se muestran en la Tabla 22 y específicamente, en función de la línea celular 
empleada en la Tabla 24. 
 
Los resultados obtenidos en MAP indican que la cepa AM-4 presenta un pico 
máximo de virus en suero en el día 6 p.i. con 3,7 ± 0,4 log DI50CT/ml, decayendo 
paulatinamente hasta el día 21 p.i. con un título infectivo de 2,0 ± 0,5 log DI50CT/ml. 
Cuando los resultados de este mismo aislado se analizaron en la línea celular MARC-
145, el pico máximo de título infectivo se produjo en el día 7 p.i. con 3,5 ± 0,0 log10 
DI50CT/ml decayendo paulatinamente hasta el día 21 p.i. con un título infectivo de 1,6 ± 
0,5 log DI50CT/ml. A pesar de que en todo momento los títulos infectivos obtenidos 
para la cepa AM-4 en la línea celular MARC-145 fueron inferiores a los obtenidos para 
el mismo aislado en MAP, estas diferencias no fueron estadísticamente significativas en  
ninguno de los títulos en función del día p.i. analizados. Además, el título vírico medio 
de las muestras de suero procesadas en MAP fue similar y no presentó diferencias 
estadísticamente significativas con dicha media y la obtenida entre los aislados de 









Tabla 24: Titulación vírica en cultivos de MAP y MARC-145 de los grupos 
inoculados con los aislados de tipo II. 
Grupo 25 26 27 28
Aislado AM-2 AM-4 AM-5 AM-10
MAP  0,0* ± 0,0a 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0
Marc-145 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0
MAP 2,7 ± 0,6 3,4 ± 0,5 3,8 ± 0,5 3,1 ± 0,3
Marc-145 3,0 ± 0,4 2,7 ± 0,8 3,2 ± 0,9 3,3 ± 0,3
MAP 3,3 ± 0,5 3,7 ± 0,4 4,2 ± 0,4 3,5 ± 0,3
Marc-145 3,0 ± 0,6 2,8 ± 0,4 3,3 ± 0,4 3,2 ± 0,5
MAP 3,0 ± 0,3 3,6 ± 0,0 4,1 ± 0,3 3,5 ± 0,3
Marc-145 2,9 ± 0,2 3,5 ± 0,0 3,0 ± 0,1 2,9 ± 0,2
MAP 4,2 ± 0,5 3,3 ± 0,5 4,1 ± 0,2 3,5 ± 0,2
Marc-145 3,6 ± 0,4 2,9 ± 0,5 3,7 ± 0,5 2,9 ± 0,2
MAP 2,9 ± 0,4 3,4 ± 0,4 3,7 ± 0,7 3,1 ± 0,1
Marc-145 2,6 ± 0,4 2,6 ± 0,8 3,1 ± 0,5 3,2 ± 0,4
MAP 2,7 ± 0,3 3,3 ± 0,4 3,5 ± 0,5 2,4 ± 0,2
Marc-145 2,4 ± 0,2 2,9 ± 0,8 2,8 ± 0,4 1,9 ± 0,1
MAP 2,0 ± 0,7 3,1 ± 0,7 3,1 ± 0,4 2,2 ± 0,3
Marc-145 1,6 ± 0,5 2,8 ± 0,7 2,8 ± 0,5 1,8 ± 0,3
MAP 1,9 ± 1,0 2,5 ± 0,7 2,8 ± 0,6 2,3 ± 0,3
Marc-145 1,2 ± 0,4 2,6 ± 0,5 2,0 ± 0,5 2,0 ± 0,0
MAP 2,3 ± 1,2 2,0 ± 0,5 1,9 ± 0,7 1,9 ± 0,5
Marc-145 2,0 ± 1,3 1,6 ± 0,5 1,8 ± 0,4 1,0 ± 0,1
* : Títulos víricos expresados como log 10 DI 50 CT/ml de suero
























Figura 27: Titulación vírica en cultivos de MAP de las muestras de suero obtenidas 
del Grupo Control Positivo, de la media de todos los grupos inoculados con 












































Todos los animales de los grupos inoculados con los aislados de campo incluidos 
en el estudio estuvieron virémicos desde el día 3 p.i. hasta el día 21 p.i. a excepción de 
un animal perteneciente al Grupo 19, inoculado con el aislado polaco EU-13, el cual fue 
negativo en los días 18 y 21 p.i. Además, los animales de este Grupo obtuvieron títulos 
víricos inferiores a todos los aislados de campo analizados (P < 0,001) y similares a los 
obtenidos en los animales inoculados con la cepa vacunal de genotipo II americano 
Vac-4 (P > 0,05). Este Grupo, también en este parámetro, se agrupó junto a las cepas 
vacunales y el Grupo Control Negativo (P < 0,001) mediante el sistema de análisis de 
conglomerados. Cuando los resultados medios de la primera, segunda y tercera semana 
p.i. en el Grupo 19 se compararon con los obtenidos para en Grupo Control Positivo 
inoculado con la cepa AM-4 (Tabla 22; Figura 28) se observaron diferencias muy 
notables en el título vírico durante la primera semana (1,8 ± 0,3 log/ml vs. 3,6 ± 0,5 
log/ml), durante la segunda semana (1,4 ± 0,4 log/ml vs. 3,4 ± 0,4 log/ml) e incluso 
durante la tercera semana p.i. (0,9 ± 0,4 log/ml vs. 2,3 ± 0,6 log/ml). Todas estas 
diferencias fueron estadísticamente significativas (P < 0,001). 
 
Figura 28: Titulación vírica en cultivos de MAP de las muestras de suero obtenidas 









































Aunque no de forma tan marcada y significativa como en los grupos inoculados 
con las cepas vacunales y con el aislado EU-13 anteriormente mencionado, ciertos 
grupos presentaron títulos víricos en suero inferiores a los obtenidos para el Grupo 
Control Positivo (Tabla 22). Este es el caso de los resultados del Grupo 8, inoculado con 
el aislado español Sp-20, que presentó una media de título vírico de 2,7 ± 0,6 log/ml vs. 
3,6 ±0,5 log/ml en la primera semana p.i., 3,4 ± 0,5 log/ml vs. 3,4 ± 0,4 log/ml durante 
la segunda semana p.i. y 2,3 ± 0,9 log/ml vs. 2,3 ± 0,6 log/ml durante la tercera semana 
p.i. Únicamente durante la primera semana p.i. los resultados fueron estadísticamente 
significativos (P < 0,01) (Figura 29). Además, en el caso del Grupo 14, inoculado con el 
aislado EU-2 de origen alemán, se obtuvieron títulos víricos en suero significativamente 
inferiores a los obtenidos en el Grupo Control Positivo (Tabla 22). Un análisis 
descriptivo entre estos Grupos nos muestra títulos víricos medios de 2,8 ± 0,4 log/ml vs. 
3,6 ± 0,5 log/ml en la primera semana, 3,1 ± 0,4 log/ml vs. 3,4 ± 0,4 log/ml en la 
segunda semana y finalmente de 2,1 ± 0,4 log/ml vs. 2,3 ± 0,6 log/ml en la tercera y 




primera semana p.i. (P < 0,01) (Figura 30). Finalmente, los datos del Grupo 24 
inoculado con el aislado EU-19 de origen danés fueron marcadamente inferiores a los 
del Grupo Control Positivo (Tabla 22, Figura 31), pero sin embargo, no presentaron 
diferencias estadísticas en ninguna de las tres semanas analizadas. 
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Por otro lado, en determinados grupos se detectaron títulos víricos en las muestras 
de suero muy superiores a los obtenidos para los animales del Grupo Control Positivo 
(Tabla 22). En este sentido, los animales pertenecientes a los Grupos 17 y 22 inoculados 
con los aislados EU-10 de origen polaco y EU-17 de origen italiano respectivamente, 
presentaron títulos víricos medios de 4,2 ± 0,5 log/ml y 4,6 ±0,7 vs. 3,6 ± 0,5 log/ml 
para la primera semana p.i.; 4,6 ±0,7 log/ml vs. 3,4 ± 0,4 log/ml para la segunda semana 
p.i. y finalmente 3,2 ± 0,6 log/ml vs. 2,3 ± 0,6 log/ml para la tercera semana p.i. (Tabla 
22). No obstante, estas diferencias sólo fueron estadísticamente significativas en la 
primera semana p.i. (P < 0,001) (Figuras 31 y 32).  
 
 
Figura 31: Titulación vírica en cultivos de MAP de las muestras de suero obtenidas 
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Figura 32: Titulación vírica en cultivos de MAP de las muestras de suero obtenidas 
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Dentro de la categoría de aislados con títulos medios superiores a los títulos 
obtenidos para los animales del Grupo Control Positivo pero que no fueron 
estadísticamente significativos se encuentran los Grupos 21 y 23 inoculados con los 
aislados EU-16 y EU-18 de origen italiano. Estos grupos presentaron valores medios 
para la primera semana p.i. de 4,1 ± 0,5 log/ml y 4,1 ±0,5 log/ml vs. 3,6 ±0,5 log/ml; 
para la segunda semana p.i. de 4,1 ± 0,5 log/ml y 3,9 ± 0,3 log/ml vs. 3,4 ± 0,4 log/ml y 
finalmente 3,0 ± 0,3 log/ml y 3,1 ± 0,4 log/ml vs. 2,3 ± 0,6 log/ml durante la tercera 
semana p.i. (Figuras 33 y 34). 
 
 
Figura 33: Titulación vírica en cultivos de MAP de las muestras de suero obtenidas 
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Figura 34: Titulación vírica en cultivos de MAP de las muestras de suero obtenidas 
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Para finalizar, la mayoría de los grupos analizados, con exclusión de los 
destacados anteriormente, presentaron un comportamiento similar a los animales 
inoculados con la cepa AM-4 en el título vírico medio obtenido de las muestras de 
suero, y por tanto sin ninguna significación estadística (Tabla 22). 
 
4.2.5.2. Distribución Orgánica 
 
Los resultados de la frecuencia de aislamiento en MAP de las muestras obtenidas 
en el día 7, 14 y 21 p.i. de los distintos órganos en los animales pertenecientes a todos 
los grupos en estudio se muestran en las Tablas 25, 26 y 27. Para facilitar el análisis 
posterior de distribución orgánica de los diversos aislados, se ha incluido en estas tablas 
un porcentaje medio de órganos positivos sobre el total de órganos analizados, como 
indicador de la frecuencia global de aislamiento. Igualmente, los resultados de titulación 
vírica expresados en log DI50CT/g de tejido para cada uno de los órganos positivos en 
los días 7, 14 y 21 p.i. de los animales en estudio se muestran en las Tablas 28, 29 y 30. 
Igual que en el caso anterior, en estas Tablas se ha incluido una media del título vírico 
obtenido en todos los órganos analizados con el fin de tener un único valor de referencia 
para cada aislado. 
 
Como era previsible, todos los órganos analizados de los animales pertenecientes 
al Grupo 33, que actuaron como Control Negativo, fueron negativos. 
 
En el caso de los grupos inoculados con las cepas vacunales, la frecuencia de 
aislamiento y los títulos víricos obtenidos en los diferentes órganos variaron en función 
de la línea celular empleada. En la Tabla 31 se muestran de forma más específica los 
resultados de frecuencia y titulación vírica en cultivos primarios de MAP y en la línea 
celular MARC-145 de los grupos inoculados con las cepas vacunales a lo largo de los 
tres días de sacrifico. Los grupos inoculados con estas cepas vacunales presentaron una 
menor frecuencia de aislamiento que el Grupo Control Positivo y la gran mayoría de los 
aislados de campo en los linfonódulos submandibulares, inguinales superficiales, 
mesentéricos, bazo, pulmón y timo en el día 7 p.i.; en todos los linfonódulos analizados 
en el día 14 p.i. y 21 p.i.; y en la tonsila en el día 21 p.i. Es de destacar que en ninguno 
de los animales pertenecientes al Grupo 30, inoculado con la cepa vacunal Vac-3, se 
pudo aislar virus utilizando cultivos de MAP en ningún órgano (Tabla 31). 
 
Cuando se realizó el aislamiento vírico a partir de los órganos en la línea celular 
MARC-145, no se encontraron diferencias estadísticamente significativas respecto a los 
resultados obtenidos en MAP para los Grupos 29, 31 y 32, pero sí con respecto a los 
resultados del Grupo 30, inoculado con la cepa vacunal Vac-3, en el cual, y a diferencia 
de lo ocurrido en los cultivos de MAP, se aisló el virus vacunal en el pulmón con una 
frecuencia de 57,1% y en los linfonódulos de 6 de los 7 animales infectados tras la 
inoculación (P < 0,01). 
 
Con respecto al título vírico de las muestras positivas en los animales 
pertenecientes a los grupos vacunales (Tabla 31) es de destacar que, en general, se 
obtuvieron títulos víricos inferiores a los obtenidos con los aislados de campo (Tablas 
25, 26 y 27) en diversos órganos a lo largo de los tres días de sacrificio. Así, los 
animales pertenecientes a los grupos inoculados con las cepas vacunales tuvieron títulos 
víricos en el día 7 p.i. estadísticamente inferiores a los de los animales pertenecientes a 




submandibulares, inguinales superficiales, mesentéricos y mediastínicos, tonsila, 
pulmón, bazo y timo (P < 0,05); mientras que en el día 14 p.i la diferencia fue 
estadísticamente significativa en el linfonódulo mediastínico, tonsila y pulmón en (P < 
0,05) y en el día 21 p.i. sólo en la tonsila y el pulmón (P < 0,05). 
 
Cuando se aplicó el sistema de análisis de conglomerados, éste agrupó a los 
grupos inoculados con las cepas vacunales junto con el Grupo 33, que actuó como 




Tabla 25: Frecuencia de aislamiento del VSRRP en MAP en las muestras de órganos recogidas en la necropsia del día 7 p.i. 
SI.# SD. ISI. ISD. MES. MED. TON. BAZ. ILE. PUL. TIM.
1 Sp-2   100* 80 80 40 80 100 100 0 40 100 80
2 Sp-3 100 100 80 80 100 100 100 80 60 100 100
3 Sp-5 100 100 80 80 100 100 100 60 80 100 100
4 Sp-6 80 60 40 40 60 100 100 0 60 100 100
5 Sp-12 100 100 100 100 100 100 100 80 40 100 100
6 Sp-13 100 100 100 100 100 100 100 80 60 100 100
7 Sp-16 80 60 40 60 100 100 100 80 60 100 80
8 Sp-20 100 80 80 100 80 100 100 60 40 100 80
9 Sp-22 80 40 60 80 60 100 100 40 40 100 100
10 Sp-24 100 100 100 100 40 80 100 100 60 100 60
11 Sp-27 100 100 80 60 100 100 100 60 100 100 100
12 Sp-28 100 100 100 100 80 100 100 60 60 100 100
13 EU-1 100 100 100 80 100 100 100 60 80 100 100
14 EU-2 100 100 60 80 80 100 100 40 60 100 100
15 EU-5 100 100 100 100 100 100 100 60 40 100 80
16 EU-9 100 100 100 100 80 100 100 80 80 100 80
17 EU-10 100 100 100 100 100 100 100 80 80 100 100
18 EU-12 100 100 80 100 100 80 100 100 100 100 100
19 EU-13 60 20 60 40 60 40 100 40 20 100 60
20 EU-15 100 80 60 60 80 100 100 60 40 100 100
21 EU-16 100 100 60 100 100 100 100 100 100 100 100
22 EU-17 100 100 80 80 100 100 100 100 100 100 100
23 EU-18 100 100 60 60 100 100 100 100 80 100 100
24 EU-19 80 60 40 80 80 80 100 60 60 100 100
25 AM-2 100 100 100 100 100 100 100 60 40 100 80
26 AM-4 100 100 60 80 100 100 100 40 40 100 100
27 AM-5 80 60 40 60 100 100 100 60 40 100 80
28 AM-10 100 80 80 100 100 100 100 60 60 80 80
29 Vac-1 0 0 0 0 50 0 50 0 0 50 0
30 Vac-3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
31 Vac-4 0 0 0 20 0 40 40 0 0 40 0
32 Vac-5 40 40 0 0 20 40 60 0 40 60 0
33 Control - 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
# : S.I.:Linfonódulo submandibular izquierdo; S.D: Linfonódulo submandibular derecho; I.S.I.: Linfonódulo inguinal superficial izquierdo; I.S.D.: Linfonódulo inguinal superficial derecho; MES.: Linfonódulo m  
MED.: Linfonódulo Mediastínico; TON.: Tonsila; BAZ.: Bazo; PUL.: Pulmón; ILE.:Íleon; TIM.: Timo
Grupo Control Positivo Grupos inoculados con Cepas vacunales Grupo con frecuencia de aislamiento significativamente baja
Frecuencia de aislamiento del VSRRP en órganos







Tabla 26: Frecuencia de aislamiento del VSRRP en MAP en las muestras de órganos recogidas en la necropsia del día 14 p.i. 
SI.# SD. ISI. ISD. MES. MED. TON. BAZ. ILE. PUL. TIM. Media
1 Sp-2   80* 80 40 80 80 80 100 60 20 100 80 72,7
2 Sp-3 100 100 60 80 80 100 100 60 60 100 60 81,8
3 Sp-5 100 100 80 80 100 100 100 20 60 100 100 85,5
4 Sp-6 80 80 60 100 80 80 100 40 40 100 60 74,5
5 Sp-12 100 100 100 80 60 100 100 40 80 100 60 83,6
6 Sp-13 100 100 80 80 100 100 100 60 40 100 100 87,3
7 Sp-16 100 80 60 80 60 100 100 60 0 100 20 69,1
8 Sp-20 60 60 80 60 60 100 100 80 80 100 100 80,0
9 Sp-22 40 80 40 40 60 100 100 40 60 100 40 63,6
10 Sp-24 100 100 100 100 60 20 100 60 40 100 60 76,4
11 Sp-27 100 100 100 100 100 100 100 60 80 100 80 92,7
12 Sp-28 100 100 100 100 80 60 100 40 60 100 80 83,6
13 EU-1 100 100 20 20 60 100 100 40 60 100 80 70,9
14 EU-2 100 100 40 80 40 60 100 20 40 100 100 70,9
15 EU-5 100 100 60 60 40 100 100 80 40 100 40 74,5
16 EU-9 100 100 100 80 60 100 100 60 40 100 80 83,6
17 EU-10 100 100 100 100 80 100 100 80 60 100 100 72,7
18 EU-12 80 80 40 40 100 100 100 60 40 100 60 72,7
19 EU-13 60 40 60 60 40 40 80 20 40 100 20 50,9
20 EU-15 40 80 40 60 80 80 100 40 40 100 60 65,5
21 EU-16 100 100 80 80 100 100 100 80 0 100 100 85,5
22 EU-17 100 100 100 100 80 100 100 80 80 100 100 94,5
23 EU-18 100 100 60 80 100 100 100 60 60 100 100 87,3
24 EU-19 80 80 40 60 80 80 100 40 40 100 60 69,1
25 AM-2 100 100 60 60 40 100 100 60 40 100 40 72,7
26 AM-4 80 10 80 100 80 100 100 40 40 100 40 78,2
27 AM-5 80 80 80 80 60 100 100 60 0 100 20 69,1
28 AM-10 80 80 100 60 60 100 100 60 40 100 100 78,2
29 Vac-1 0 0 25 0 0 0 50 0 25 50 0 13,6
30 Vac-3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,0
31 Vac-4 0 0 0 0 20 0 40 0 0 40 0 9,1
32 Vac-5 0 0 0 0 0 0 20 0 0 0 0 1,8
33 Control - 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,0
# : S.I.:Linfonódulo submandibular izquierdo; S.D: Linfonódulo submandibular derecho; I.S.I.: Linfonódulo inguinal superficial izquierdo; I.S.D.: Linfonódulo inguinal superficial derecho; MES.: Linfonódulo mesentérico; 
MED.: Linfonódulo Mediastínico; TON.: Tonsila; BAZ.: Bazo; PUL.: Pulmón; ILE.:Íleon; TIM.: Timo
Grupo Control Positivo Grupos inoculados con Cepas vacunales Grupo con frecuencia de aislamiento significativamente baja
Frecuencia de aislamiento del VSRRP en órganos
Grupo Aislado
Día 14 p.i.





Tabla 27: Frecuencia de aislamiento del VSRRP en MAP en las muestras de órganos recogidas en la necropsia del día 21 p.i. 
SI.# SD. ISI. ISD. MES. MED. TON. BAZ. ILE. PUL. TIM. Media
1 Sp-2 80 40 20 80 100 80 100 40 40 100 0 61,8
2 Sp-3 100 100 60 80 40 100 100 60 60 100 60 78,2
3 Sp-5 100 80 60 60 60 80 100 60 60 100 100 78,2
4 Sp-6 60 80 0 20 60 60 100 40 20 100 20 50,9
5 Sp-12 80 80 60 60 60 100 100 40 20 100 60 69,1
6 Sp-13 100 100 80 100 40 100 100 60 20 100 60 78,2
7 Sp-16 100 100 40 40 40 80 100 60 0 100 0 60,0
8 Sp-20 60 40 20 80 80 100 100 0 20 100 40 58,2
9 Sp-22 40 60 40 60 60 100 100 20 20 100 60 60,0
10 Sp-24 100 100 100 100 60 40 100 80 40 100 20 76,4
11 Sp-27 100 80 60 60 40 100 100 40 20 100 60 69,1
12 Sp-28 100 100 100 100 40 60 100 80 60 60 80 80,0
13 EU-1 100 60 20 40 60 80 100 20 40 80 20 56,4
14 EU-2 100 100 0 40 40 80 100 60 40 100 40 63,6
15 EU-5 100 100 60 60 60 80 100 20 60 100 40 70,9
16 EU-9 60 80 60 20 60 60 100 0 20 100 40 54,5
17 EU-10 100 100 60 80 80 100 100 40 60 100 60 80,0
18 EU-12 20 20 0 0 20 40 100 20 40 80 0 30,9
19 EU-13 40 60 0 20 40 0 80 20 0 80 40 34,5
20 EU-15 60 40 40 20 40 60 100 20 40 100 20 49,1
21 EU-16 100 100 80 60 100 100 100 100 20 100 80 85,5
22 EU-17 100 100 60 100 60 100 100 40 40 100 40 76,4
23 EU-18 100 100 100 40 40 80 100 80 40 100 80 78,2
24 EU-19 40 60 0 20 40 60 100 20 40 100 60 49,1
25 AM-2 100 100 100 60 60 80 100 20 60 100 40 74,5
26 AM-4 60 80 40 80 80 80 100 60 60 100 40 70,9
27 AM-5 100 100 40 40 40 80 100 60 0 100 0 60,0
28 AM-10 100 80 40 40 40 80 100 60 20 100 40 61,8
29 Vac-1 0 0 0 0 0 0 0 0 33 0 0 3,0
30 Vac-3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,0
31 Vac-4 0 40 0 0 0 0 40 0 0 60 0 9,1
32 Vac-5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,0
33 Control - 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,0
# : S.I.:Linfonódulo submandibular izquierdo; S.D: Linfonódulo submandibular derecho; I.S.I.: Linfonódulo inguinal superficial izquierdo; I.S.D.: Linfonódulo inguinal superficial derecho; MES.: Linfonódulo mesentérico; 
MED.: Linfonódulo Mediastínico; TON.: Tonsila; BAZ.: Bazo; PUL.: Pulmón; ILE.:Íleon; TIM.: Timo
Grupo Control Positivo Grupos inoculados con Cepas vacunales Grupo con frecuencia de aislamiento significativamente baja
*: Porcentaje de órganos positivos
Día 21 p.i.






Tabla 28: Titulación vírica en MAP de las muestras de órganos recogidas en la necropsia del día 7 p.i. 
S.I.# S.D. I.S.I. I.S.D. MES. MED. TON. BAZ. ILE. PUL. TIM. Media
1 Sp-2  2,4* ± 0,5a 2,7 ± 0,6 3,1 ±  0,5 3,1 ± 0,1 3,0 ± 0,7 3,5 ± 0,7 4,0  ± 0,8 0,0 ± 0,0 2,0 ± 0,0 3,8 ± 0,9 2,8 ± 0,6 3,0
2 Sp-3 3,9  ± 0,6 3,7 ± 0,5 3,1 ±  0,5 3,0 ± 0,2 3,3 ± 0,5 3,4 ± 0,4 4,4  ± 0,2 2,9 ± 0,7 2,9 ± 0,8 3,9 ± 0,2 2,6 ± 0,1 3,4
3 Sp-5 3,9  ± 0,7 3,9 ± 0,8 4,2 ±  0,1 3,5 ± 0,8 3,4 ± 0,4 3,2 ± 0,8 5,0  ± 0,6 2,3 ± 0,6 3,0 ± 0,8 4,4 ± 0,7 3,1 ± 0,7 3,6
4 Sp-6 2,7  ± 0,6 2,7 ± 1,8 3,0 ±  0,0 3,0 ± 0,0 3,3 ± 0,5 3,6 ± 0,6 4,1  ± 0,9 0,0 ± 0,0 2,0 ± 0,0 3,8 ± 0,8 2,5 ± 0,5 3,1
5 Sp-12 3,2 ± 0,4 2,8 ± 0,5 3,0 ± 0,0 2,8 ± 0,3 3,1 ± 0,9 3,6 ± 0,5 3,8  ± 0,2 2,2 ± 0,4 2,0 ± 0,0 3,9 ± 0,4 2,7 ± 0,3 3,0
6 Sp-13 3,6 ± 0,4 3,6 ± 0,4 3,7 ± 0,6 3,5 ± 0,9 3,3 ± 0,6 3,8 ± 0,3 4,4  ± 0,2 3,6 ± 0,1 2,8 ± 0,6 4,5 ± 0,4 3,7 ± 0,5 3,7
7 Sp-16 3,3 ± 0,3 3,5 ± 0,4 2,6 ± 0,6 3,3 ± 0,4 3,0 ± 0,7 4,0 ± 0,1 4,4  ± 0,3 2,2 ± 0,0 2,0 ± 0,0 3,8 ± 0,5 3,3 ± 0,3 3,2
8 Sp-20 3,6 ± 0,2 3,5 ± 0,4 3,6 ± 0,5 3,6 ± 0,4 3,2 ± 0,2 3,4 ± 0,9 4,1  ± 0,2 2,0 ± 0,2 2,0 ± 0,0 4,3 ± 0,2 3,3 ± 0,8 3,3
9 Sp-22 3,3 ± 0,6 4,0 ± 0,0 3,3 ± 0,7 3,6 ± 0,3 3,3 ± 0,4 3,7 ± 0,3 4,0  ± 0,1 2,6 ± 0,6 2,2 ± 0,0 4,0 ± 0,2 3,2 ± 0,3 3,4
10 Sp-24 3,5 ± 0,5 3,4 ± 1,0 3,5 ± 0,6 3,3 ± 0,5 2,8 ± 1,1 3,8 ± 0,7 4,8  ± 0,5 2,7 ± 0,8 2,8 ± 0,8 3,9 ± 1,2 2,7 ± 0,8 3,4
11 Sp-27 3,2 ± 0,8 3,0 ± 0,7 2,8 ± 1,0 3,2 ± 0,4 3,0 ± 0,6 3,5 ± 0,6 4,1  ± 0,1 2,3 ± 0,8 2,7 ± 0,7 3,5 ± 0,4 2,7 ± 0,8 3,1
12 Sp-28 3,6 ± 0,4 3,5 ± 0,5 3,4 ± 0,5 3,5 ± 0,0 2,6 ± 0,7 3,6 ± 0,4 4,5  ± 0,6 2,5 ± 0,9 2,8 ± 0,8 4,4 ± 0,5 2,8 ± 1,0 3,4
13 EU-1 3,7 ± 0,6 3,9 ± 0,6 3,9± 0,4 3,7 ± 0,7 3,2 ± 0,5 3,0 ± 0,9 5,0  ± 0,4 2,4 ± 0,7 3,1 ± 0,7 4,3 ± 0,9 3,0 ± 0,7 3,6
14 EU-2 3,8 ± 0,5 3,4 ± 0,6 3,0 ± 0,5 3,4 ± 0,3 3,1 ± 0,2 3,3 ± 0,7 4,7  ± 0,4 2,1 ± 0,1 3,0 ± 0,8 4,5 ± 0,6 3,0 ± 0,7 3,4
15 EU-5 3,7 ± 0,4 3,0 ± 0,5 2,6 ± 0,7 3,4 ± 0,7 3,3 ± 0,6 3,3 ± 0,9 4,2  ± 0,4 2,0 ± 0,0 2,2 ± 0,4 4,0 ± 0,6 3,3 ± 1,0 3,2
16 EU-9 3,7 ± 0,5 3,6 ± 1,1 2,8 ± 0,4 3,1 ± 0,8 4,0 ± 0,9 3,9 ± 0,6 4,6  ± 0,6 3,1 ± 1,2 2,4 ± 0,9 4,5 ± 0,6 3,0 ± 0,7 3,5
17 EU-10 3,9 ±0,7 4,0 ± 0,4 3,5 ± 1,0 3,0 ± 0,6 4,5 ± 0,3 4,3 ± 0,5 4,4  ± 0,4 3,6 ± 0,5 3,8 ± 0,4 4,7 ± 0,4 3,7 ± 0,9 3,9
18 EU-12 3,5 ± 0,4 3,9 ± 0,5 3,4 ± 0,9 2,5 ± 0,7 3,9 ± 0,4 3,7 ± 0,6 4,5  ± 0,5 3,7 ± 0,4 3,4 ± 0,9 4,4 ± 0,4 3,5 ± 0,8 3,7
19 EU-13 2,0 ± 0,0 2,5 ± 0,0 2,2 ± 0,3 2,3 ± 0,4 2,7 ± 0,4 2,5 ± 0,7 2,9  ± 0,7 2,1 ± 0,2 2,0 ± 0,0 2,7 ± 0,7 2,8 ± 0,3 2,4
20 EU-15 3,1 ±0,7 3,3 ± 0,5 2,9 ± 0,8 2,8 ± 0,5 3,4 ± 0,6 2,9 ± 0,4 3,9  ± 0,4 3,5 ± 0,5 2,5 ± 0,7 3,9 ± 0,5 2,6 ± 0,5 3,2
21 EU-16 3,7 ± 0,8 3,9 ± 0,8 3,3 ± 0,6 3,7 ± 0,7 4,5 ± 0,5 4,1 ± 1,2 4,6  ± 0,4 4,0 ± 0,8 3,9 ± 1,1 5,0 ± 1,2 3,8 ± 1,2 4,0
22 EU-17 5,5 ± 0,0 5,2 ± 0,4 3,4 ± 0,6 3,3 ± 0,5 5,3 ± 0,4 4,5 ± 0,5 5,1  ± 0,5 3,8 ± 0,8 4,1 ± 0,7 5,0 ± 0,5 5,0 ± 0,3 4,6
23 EU-18 3,6 ± 0,7 3,7 ± 0,7 3,4 ± 0,5 3,9 ± 0,6 3,9 ± 0,2 3,9 ± 0,6 5,0  ± 0,4 3,6 ± 0,4 3,1 ± 0,9 4,9 ± 0,2 3,2 ± 1,0 3,8
24 EU-19 3,0 ± 1,0 3,1 ± 1,1 2,6 ± 0,9 3,1 ± 1,0 2,5 ± 0,8 2,6 ± 0,9 4,6  ± 0,4 2,1 ± 0,3 2,5 ± 0,7 3,5 ± 1,0 2,4 ± 0,5 2,9
25 AM-2 3,7 ±0,4 3,0 ± 0,5 2,6 ± 0,7 3,4 ± 0,7 3,3 ± 0,6 3,3 ± 0,9 4,2  ± 0,4 2,0 ± 0,0 2,2 ± 0,4 4,0 ± 0,6 3,3 ± 1,0 3,2
26 AM-4 3,1 ± 0,4 3,4 ± 0,5 3,9 ± 0,4 3,3 ± 0,9 3,2 ± 0,8 3,5 ± 0,9 4,1  ± 0,2 2,0 ± 0,0 3,5 ± 1,0 4,0 ± 0,6 2,6 ± 0,9 3,3
27 AM-5 3,2 ± 0,8 3,8 ± 0,3 3,3 ± 1,0 3,5 ± 0,1 3,4 ± 0,9 4,2 ± 0,5 4,3  ± 0,4 3,0 ± 0,5 4,1 ± 0,1 3,8 ± 0,5 3,1 ± 0,6 3,6
28 AM-10 3,0 ± 1,0 3,1 ± 0,5 2,7 ± 0,5 2,6 ± 0,4 3,0 ± 0,7 2,8 ± 0,7 4,4  ± 0,5 2,0 ± 0,0 2,0 ± 0,0 3,7 ± 0,6 3,3 ± 0,3 3,0
29 Vac-1 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 2,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 2,0  ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 2,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 2
30 Vac-3 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0
31 Vac-4 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 2,5 ± 0,0 0,0 ± 0,0 2,0 ± 0,0 2,4 ± 0,6 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 2,5 ± 0,0 0,0 ± 0,0 2,4
32 Vac-5 2,1 ± 0,1 2,0 ±  0,0, 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 2,0 ± 0,0 2,0 ± 0,0 2,7 ± 0,6 0,0 ± 0,0 2,0 ± 0,0 2,1 ± 0,0 0,0 ± 0,0 2,1
33 Control - 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 -
# : S.I.:Linfonódulo submandibular izquierdo; S.D: Linfonódulo submandibular derecho; I.S.I.: Linfonódulo inguinal superficial izquierdo; I.S.D.: Linfonódulo inguinal superficial derecho; MES.: Linfonódulo mesentérico; 
Día 7 p.i.
Grupo Aislado
Titulación vírica del VSRRP en órganos
MED.: Linfonódulo Mediastínico; TON.: Tonsila; BAZ.: Bazo; PUL.: Pulmón; ILE.:Íleon; TIM.: Timo




Tabla 29: Titulación vírica en MAP de las muestras de órganos recogidas en la necropsia del día 14 p.i. 
S.I.# S.D. I.S.I. I.S.D. MES. MED. TON. BAZ. ILE. PUL. TIM. Media
1 Sp-2    3,1* ± 0,5a 2,8 ± 0,7 2,9 ± 0,5 2,8 ± 0,8 3,0 ± 1,1 2,8 ± 0,9 4,0 ± 0,5 2,4 ± 0,4 2,0 ± 0,0 4,1 ± 0,4 2,3 ± 0,5 2,9
2 Sp-3 3,5 ± 0,5 3,7 ± 0,4 3,0 ± 0,2 3,4 ± 0,4 2,5 ± 0,1 3,8 ± 0,3 4,5 ± 0,0 2,7 ± 0,3 2,1 ± 0,1 4,0 ± 0,7 2,6 ± 0,8 3,2
3 Sp-5 3,6 ±  0,6 4,3 ± 0,8 3,6 ± 1,0 3,2 ± 1,0 3,5 ± 0,2 3,4 ± 0,6 4,8 ± 0,4 3,5 ± 0,0 2,6 ± 0,6 4,6 ± 0,2 3,4 ± 0,2 3,7
4 Sp-6 3,4 ±  0,8 3,2 ± 0,9 3,3 ± 0,3 2,8 ± 0,9 2,6 ± 0,5 3,5 ± 0,8 3,5 ± 0,9 1,3 ± 1,2 2,0 ± 0,0 4,2 ± 0,5 2,8 ± 0,7 3,0
5 Sp-12 3,2 ±  0,8 2,6 ± 1,6 3,0 ± 0,4 2,9 ± 0,8 2,4 ± 2,1 3,2 ± 0,6 3,8 ± 0,3 2,2 ± 0,4 2,0 ± 0,1 4,0 ± 0,4 3,1 ± 0,5 2,9
6 Sp-13 3,4 ± 0,6 3,3 ± 0,4 3,4 ± 0,8 3,8 ± 0,8 3,6 ± 0,1 3,9 ± 0,2 4,5 ± 0,0 2,7 ± 0,8 2,5 ± 0,0 4,9 ± 0,6 3,4 ± 0,8 3,6
7 Sp-16 3,5 ±  0,6 3,8 ± 0,3 3,1 ± 0,3 3,0 ± 0,7 2,6 ± 0,8 3,7 ± 0,4 4,3 ± 0,2 2,1 ± 0,1 0,0 ± 0,0 4,0 ± 0,6 3,6 ± 0,0 3,1
8 Sp-20 3,1 ±  0,6 2,2 ± 2,0 3,5 ± 0,3 3,4 ± 0,2 3,0 ± 0,5 3,4 ± 0,5 4,1 ± 0,4 2,3 ± 0,5 2,7 ± 0,9 3,9 ± 0,1 3,1 ± 0,8 3,2
9 Sp-22 3,0 ±  0,7 3,8 ± 0,2 3,8 ± 0,0 3,5 ± 0,0 3,4 ± 0,8 3,8 ± 0,3 4,2 ± 0,3 2,5 ± 0,8 3,0 ± 0,9 4,0 ± 0,3 3,1 ± 0,1 3,5
10 Sp-24 3,5 ±  0,6 3,3 ± 0,7 3,3 ± 0,7 3,4 ± 0,7 2,9 ± 0,1 4,2 ± 0,0 4,5 ± 0,3 2,7 ± 0,4 2,7 ± 0,2 3,3 ± 1,9 2,2 ± 0,3 3,3
11 Sp-27 3,5 ±  0,4 3,4 ± 0,5 3,0 ± 0,9 3,0 ± 0,9 3,0 ± 0,6 3,5 ± 0,5 4,4 ± 0,2 2,6 ± 1,2 2,4 ± 0,6 3,9 ± 0,3 3,1 ± 0,9 3,3
12 Sp-28 3,4 ± 0,6 3,2 ± 0,5 3,4 ± 0,7 3,6 ± 0,7 3,2 ± 0,5 3,0 ± 0,6 4,3 ± 0,3 2,9 ± 0,5 2,6 ± 0,2 4,1 ± 0,3 2,3 ± 0,5 3,3
13 EU-1 3,3 ± 0,1 2,8 ± 0,6 2,0 ± 0,0 2,0 ± 0,0 2,2 ± 0,3 2,3 ± 0,7 3,8 ± 1,1 2,0 ± 0,0 2,0 ± 0,0 3,9 ± 0,4 2,6 ± 0,5 2,6
14 EU-2 3,4 ±  0,3 2,9 ± 0,4 2,9 ± 0,4 2,4 ± 0,2 2,8 ± 0,6 2,3 ± 0,3 4,4 ± 0,4 2,0 ± 0,0 2,1 ± 0,1 4,2 ± 0,3 2,6 ± 0,5 2,9
15 EU-5 3,0 ± 0,3 2,9 ± 0,3 2,8 ± 0,7 3,3 ± 0,2 3,3 ± 0,4 3,3 ± 0,4 3,8 ± 0,4 1,6 ± 1,1 3,2 ± 0,9 4,2 ± 0,3 3,5 ± 0,0 3,2
16 EU-9 3,9 ± 0,7 3,7 ± 0,6 2,8 ± 0,5 3,1 ± 1,0 2,3 ± 0,2 2,9 ± 1,0 4,5 ± 0,9 2,3 ± 0,6 2,0 ± 0,0 5,1 ± 0,6 3,0 ± 0,9 3,2
17 EU-10 3,8 ± 0,7 3,6 ± 0,6 3,9 ± 1,0 3,2 ± 0,5 3,6 ± 1,0 4,0 ± 0,4 4,6 ± 0,4 2,6 ± 0,4 2,2 ± 0,3 4,6 ± 0,1 3,5 ± 1,0 3,6
18 EU-12 3,5 ± 0,4 3,0 ± 0,7 3,1 ± 0,1 2,6 ± 0,8 3,6 ± 0,7 3,9 ± 0,5 5,0 ± 0,8 4,3 ± 0,6 2,8 ± 1,1 4,8 ± 0,6 4,2 ± 0,3 3,7
19 EU-13 2,3 ± 0,3 2,1 ± 0,2 2,7 ± 0,6 2,1 ± 0,3 2,5 ± 0,7 2,5 ± 0,0 2,9 ± 0,3 2,0 ± 0,0 2,3 ± 0,4 2,7 ± 0,7 2,0 ± 0,0 2,4
20 EU-15 3,0 ± 0,7 2,5 ± 0,4 2,4 ± 0,2 2,2 ± 0,3 3,4 ± 1,1 3,1 ± 0,6 3,8 ± 0,9 2,0 ± 0,0 2,0 ± 0,0 3,5 ± 0,5 2,5 ± 0,5 2,8
21 EU-16 3,7 ± 0,2 3,6 ± 0,4 3,4 ± 0,3 3,5 ± 0,5 3,7 ± 0,5 3,4 ± 1,0 4,8 ± 0,3 3,2 ± 0,5 0,0 ± 0,0 4,8 ± 0,8 2,4 ± 0,5 3,3
22 EU-17 4,2 ±  0,6 4,2 ± 0,7 4,0 ± 0,9 4,0 ± 0,5 3,3 ± 0,3 3,2 ± 0,9 4,8 ± 0,9 3,5 ± 0,9 3,2 ± 0,1 4,4 ± 0,5 3,6 ± 0,5 3,9
23 EU-18 3,5 ±  0,5 3,5 ± 0,6 3,2 ± 0,3 3,7 ± 0,5 3,8 ± 0,4 3,2 ± 1,1 4,0 ± 0,8 2,1 ± 0,3 1,3 ± 1,1 4,6 ± 0,6 2,7 ± 0,9 3,2
24 EU-19 2,6 ±  0,6 2,5 ± 0,7 2,0 ± 0,0 2,0 ± 0,2 2,7 ± 0,6 2,1 ± 0,1 3,9 ± 0,5 2,0 ± 0,0 2,0 ± 0,0 3,8 ± 0,4 2,3 ± 0,6 2,5
25 AM-2 3,0 ±  0,3 2,9 ± 0,3 2,8 ± 0,7 3,3 ± 0,2 3,3 ± 0,4 3,3 ± 0,4 3,8 ± 0,4 2,2 ± 0,3 3,2 ± 0,9 4,2 ± 0,3 3,5 ± 0,0 3,2
26 AM-4 2,9 ± 0,6 2,8 ± 1,0 3,0 ± 1,1 2,6 ± 0,6 3,1 ± 0,9 3,3 ± 0,8 3,6 ± 0,4 2,5 ± 0,7 3,4 ± 0,8 4,2 ± 0,7 3,5 ± 0,0 3,2
27 AM-5 2,8 ± 0,9 3,0 ± 0,6 3,6 ± 0,5 2,8 ± 1,0 3,7 ± 1,0 3,0 ± 0,8 3,8 ± 0,8 3,2 ± 0,8 0,0 ± 0,0 3,6 ± 0,4 2,5 ± 0,0 3,2
28 AM-10 3,2 ± 0,9 2,5 ± 0,4 2,4 ± 0,4 2,4 ± 0,7 2,2 ± 0,5 2,5 ± 0,9 3,6 ± 0,4 2,3 ± 0,3 2,0 ± 0,0 3,8 ± 0,7 2,3 ± 0,4 2,7
29 Vac-1 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 2,0 ± 0,0 2,0 ± 0,0 2,3 ± 0,4 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 2,0
30 Vac-3 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0
31 Vac-4 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 2,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 2,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 2,9 ± 0,1 0,0 ± 0,0 2,3
32 Vac-5 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 2,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 2,0
33 Control - 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 -
# : S.I.:Linfonódulo submandibular izquierdo; S.D: Linfonódulo submandibular derecho; I.S.I.: Linfonódulo inguinal superficial izquierdo; I.S.D.: Linfonódulo inguinal superficial derecho; MES.: Linfonódulo mesentérico; 
Grupo Control Positivo Grupos inoculados con Cepas vacunales
Grupo con títulos víricos significativamente bajos Grupo con títulos víricos significativamente altos
Grupo
Titulación vírica del VSRRP en órganos
Aislado
Día 14 p.i.
MED.: Linfonódulo Mediastínico; TON.: Tonsila; BAZ.: Bazo; PUL.: Pulmón; ILE.:Íleon; TIM.: Timo
*: Título vírico expresado en log 10 DI 50 CT/g de tejido de los órganos positivos al VSRRP





Tabla 30: Titulación vírica en MAP de las muestras de órganos recogidas en la necropsia del día 21 p.i. 
S.I.# S.D. I.S.I. I.S.D. MES. MED. TON. BAZ. ILE. PUL. TIM. Media
1 Sp-2   2,1* ± 0,3a 2,1 ± 0,1 2,0 ± 0,0 2,6 ± 0,7 2,7 ± 0,9 3,1 ± 0,5 3,1 ± 0,7 2,3 ± 0,4 2,3 ± 0,4 3,7 ± 0,8 0,0 ± 0,0 2,6
2 Sp-3 3,3 ± 0,2 3,0 ± 0,1 2,9 ± 0,1 3,0 ± 0,2 3,0 ± 0,0 3,5 ± 0,0 3,9 ± 0,5 2,0 ± 0,0 2,1 ± 0,3 4,1 ± 0,3 2,6 ± 0,8 3,0
3 Sp-5 4,0 ± 0,5 3,2 ± 0,7 3,2 ± 0,3 2,9 ± 0,8 3,4 ± 0,3 3,9 ± 1,2 4,9 ± 0,3 2,6 ± 1,2 1,7 ± 1,6 4,4 ± 0,8 3,2 ± 1,0 3,4
4 Sp-6 2,3 ± 0,8 2,7 ± 1,0 0,0 ± 0,0 3,0 ± 0,0 3,2 ± 0,9 3,4 ± 1,2 3,3 ± 0,7 2,8 ± 0,4 2,0 ± 0,0 3,6 ± 0,8 3,2 ± 0,0 3,0
5 Sp-12 2,2 ± 0,7 2,8 ± 0,6 2,5 ± 0,6 2,7 ± 0,7 3,0 ± 0,5 3,0 ± 0,5 3,6 ± 0,3 2,8 ± 0,4 2,0 ± 0,0 3,9 ± 0,1 3,0 ± 0,4 2,9
6 Sp-13 2,8 ± 0,6 2,6 ± 0,6 2,3 ± 0,5 3,0 ± 0,0 2,0 ± 0,0 3,2 ± 0,9 3,9 ± 0,5 2,1 ± 0,3 2,0 ± 0,0 3,9 ± 0,2 3,2 ± 0,7 2,8
7 Sp-16 2,6 ± 0,4 2,5 ± 0,3 2,8 ± 0,4 3,4 ± 0,8 2,0 ± 0,0 2,9 ± 0,3 3,6 ± 0,5 2,1 ± 0,3 0,0 ± 0,0 3,5 ± 0,4 0,0 ± 0,0 2,8
8 Sp-20 2,5 ± 0,5 2,1 ± 0,1 3,2 ± 0,0 2,2 ± 0,1 2,6 ± 0,8 2,9 ± 0,6 3,8 ± 0,3 0,0 ± 0,0 2,0 ± 0,0 3,7 ± 0,3 2,6 ± 0,8 2,5
9 Sp-22 3,5 ± 0,0 2,9 ± 0,7 3,6 ± 0,0 2,3 ± 0,6 3,6 ± 0,4 3,4 ± 0,9 4,1 ± 0,4 3,5 ± 0,0 2,0 ± 0,0 4,0 ± 0,1 2,3 ± 0,6 3,2
10 Sp-24 2,7 ± 0,6 2,5 ± 0,6 2,4 ± 0,6 2,4 ± 0,7 2,8 ± 0,7 2,4 ± 0,2 3,8 ± 0,8 2,2 ± 0,3 2,1 ± 0,1 4,0 ± 0,0 2,0 ± 0,0 2,7
11 Sp-27 3,0 ± 0,6 3,0 ± 0,4 2,3 ± 0,5 2,7 ± 0,7 2,3 ± 0,4 2,4 ± 0,4 3,6 ± 0,5 2,3 ± 0,4 2,2 ± 0,0 3,1 ± 0,7 2,4 ± 0,6 2,7
12 Sp-28 2,8 ± 0,6 2,4 ± 0,5 2,4 ± 0,6 2,5 ± 0,6 2,8 ± 1,1 2,4 ± 0,2 3,9 ± 0,8 2,4 ± 0,3 2,1 ± 0,3 4,0 ± 0,0 2,0 ± 0,0 2,7
13 EU-1 2,8 ± 0,9 2,7 ± 1,1 2,5 ± 0,0 2,1 ± 0,1 2,9 ± 1,0 3,5 ± 0,4 3,7 ± 0,8 2,0 ± 0,0 3,1 ± 1,3 3,2 ± 0,4 2,0 ± 0,0 2,8
14 EU-2 3,2 ± 0,6 2,4 ± 0,4 0,0 ± 0,0 2,3 ± 0,4 2,8 ± 1,1 3,6 ± 0,4 3,6 ± 0,5 2,1 ± 0,2 2,4 ± 2,6 3,6 ± 0,7 2,1 ± 0,1 2,8
15 EU-5 2,9 ± 0,6 3,2 ± 0,7 2,8 ± 0,5 2,9 ± 0,5 2,9 ± 0,8 2,7 ± 0,4 3,9 ± 0,6 2,5 ± 0,0 2,1 ± 0,3 3,7 ± 0,3 2,2 ± 0,4 2,9
16 EU-9 2,9 ± 0,1 2,2 ± 0,0 2,9 ± 0,1 2,0 ± 0,0 2,5 ± 1,3 2,6 ± 0,4 3,3 ± 0,5 0,0 ± 0,0 2,0 ± 0,0 3,2 ± 0,5 3,1 ± 0,1 2,7
17 EU-10 3,0 ± 0,5 2,7 ± 0,4 3,2 ± 0,3 2,9 ± 0,5 3,4 ± 0,4 3,6 ± 0,4 4,0 ± 0,7 3,3 ± 0,4 2,2 ± 0,3 4,0 ± 0,7 2,8 ± 06 3,2
18 EU-12 3,2 ± 0,0 3,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 3,0 ± 0,0 3,3 ± 0,4 3,6 ± 0,7 2,0 ± 0,0 2,2 ± 0,4 3,1 ± 0,4 0,0 ± 0,0 2,9
19 EU-13 2,0 ± 0,0 2,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 1,0 ± 1,3 2,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 2,9 ± 0,8 2,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 2,2 ± 0,3 2,0 ± 0,0 2,0
20 EU-15 2,3 ± 0,8 2,1 ± 0,1 2,2 ± 0,4 2,0 ± 0,0 2,2 ± 0,4 2,1 ± 0,3 3,4 ± 0,4 2,0 ± 0,0 2,0 ± 0,0 2,9 ± 0,8 2,0 ± 0,0 2,3
21 EU-16 3,7 ± 0,6 3,6 ± 0,7 3,4 ± 0,7 3,2 ± 1,3 3,3 ± 1,2 2,9 ± 0,9 4,7 ± 1,1 3,4 ± 0,7 2,5 ± 0,0 4,6 ± 0,5 3,5 ± 0,4 3,5
22 EU-17 3,2 ± 0,3 2,6 ± 0,4 2,5 ± 0,5 2,8 ± 0,7 3,0 ± 0,0 3,2 ± 0,5 4,6 ± 0,5 2,8 ± 0,4 2,1 ± 0,1 4,1 ± 0,6 2,8 ± 0,4 3,0
23 EU-18 3,5 ± 0,6 3,5 ± 0,6 3,4 ± 0,8 3,8 ± 1,1 4,1 ± 0,0 3,6 ± 0,5 4,7 ± 1,2 2,9 ± 0,8 2,0 ± 0,0 4,2 ± 0,8 3,0 ± 0,9 3,4
24 EU-19 3,0 ± 0,0 2,7 ± 1,1 0,0 ± 0,0 2,0 ± 0,0 2,0 ± 0,0 2,5 ± 0,5 3,2 ± 0,1 2,0 ± 0,0 2,0 ± 0,0 2,7 ± 0,8 2,3 ± 0,8 2,6
25 AM-2 2,9 ± 0,6 3,2 ± 0,7 2,8 ± 0,5 2,9 ± 0,5 2,9 ± 0,8 2,7 ± 0,4 3,9 ± 0,6 2,5 ± 0,0 2,1 ± 0,3 3,7 ± 0,3 2,2 ± 0,4 2,8
26 AM-4 2,8 ± 1,1 2,2 ± 0,3 2,5 ± 0,7 2,6 ± 0,5 2,5 ± 0,6 2,9 ± 1,2 3,1 ± 0,6 2,1 ± 0,3 2,1 ± 0,3 3,3 ± 0,3 3,3 ± 0,4 2,7
27 AM-5 2,7 ± 0,6 2,1 ± 0,1 3,0 ± 0,0 2,7 ± 0,7 3,0 ± 0,0 2,3 ± 0,6 2,9 ± 0,7 2,5 ± 0,7 0,0 ± 0,0 2,9 ± 0,4 0,0 ± 0,0 2,7
28 AM-10 2,1 ± 0,4 2,3 ± 0,4 2,5 ± 0,0 2,3 ± 0,4 2,2 ± 0,4 2,4 ± 0,3 3,4 ± 0,4 2,1 ± 0,3 2,0 ± 0,0 3,6 ± 0,1 2,3 ± 0,4 2,5
29 Vac-1 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 2,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0
30 Vac-3 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0
31 Vac-4 0,0 ± 0,0 2,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 2,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 2,1 ± 1,0 0,0 ± 0,0 2,0
32 Vac-5 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0
33 Control - 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 -
# : S.I.:Linfonódulo submandibular izquierdo; S.D: Linfonódulo submandibular derecho; I.S.I.: Linfonódulo inguinal superficial izquierdo; I.S.D.: Linfonódulo inguinal superficial derecho; MES.: Linfonódulo mesentérico; 
Grupo Control Positivo Grupos inoculados con Cepas vacunales
Grupo con títulos víricos significativamente bajos Grupo con títulos víricos significativamente altos
Día 21 p.i.
MED.: Linfonódulo Mediastínico; TON.: Tonsila; BAZ.: Bazo; PUL.: Pulmón; ILE.:Íleon; TIM.: Timo
*: Título vírico expresado en log 10 DI 50 CT/g de tejido de los órganos positivos al VSRRP
a : Desviación Estándar






Tabla 31. Frecuencia de aislamiento y titulación vírica en cultivos de MAP y 
MARC-145 de las muestras de órganos recogidas durante todo el período de 
estudio en los grupos inoculados con las cepas vacunales 
 
Grupo
% Título % Título % Título % Título
MAP    0*    0,0# ± 0,0a 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 13 2,1 ± 0,1
Marc-145   0+ 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 13 2,2 ± 0,4
MAP 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 6,6 2,0 ± 0,0 13 2,0 ± 0,0
Marc-145 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 20 2,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0
MAP 12,5 2,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0
Marc-145 12,5 2,0 ± 0,0 14 2,5 ± 0,0 13 2,2 ± 0,4 0 0,0 ± 0,0
MAP 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 2,5 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0
Marc-145 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 6,6 2,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0
MAP 12,5 2,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 13 2,0 ± 0,0 6,6 2,0 ± 0,0
Marc-145 12,5 2,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 6,6 2,0 ± 0,0 6,6 3,0 ± 0,0
MAP 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 13 2,1 ± 0,3 13 2,1 ± 0,3
Marc-145 12,5 2,0 ± 0,0 14 2,5 ± 0,0 13 2,0 ± 0,0 13 2,3 ± 0,4
MAP 37,5 2,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 40 2,5 ± 0,0 27 2,5 ± 0,6
Marc-145 62,5 2,3 ± 0,7 57 2,1 ± 0,3 60 3,7 ± 0,2 27 3,0 ± 0,4
MAP 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0
Marc-145 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 6,6 2,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0
MAP 25 2,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 13 2,0 ± 0,0
Marc-145 12,5 2,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 6,6 2,0 ± 0,0
MAP 37,5 2,2 ± 0,3 0 0,0 ± 0,0 47 2,5 ± 0,3 20 2,5 ± 0,3
Marc-145 62,5 2,5 ± 0,5 57 2,3 ± 0,5 73 2,6 ± 0,7 20 2,3 ± 0,3
MAP 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0
Marc-145 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0
*: Porcentaje de animales positivos mediante aislamiento vírico en cultivos de MAP
+: Porcentaje de animales positivos mediante aislamiento vírico en MARC-145
a : Desviación estándar
Vac-1Cepa Vac-3 Vac-4 Vac-5
S.I.
32313029
















Por otro lado, en los animales del Grupo Control Positivo, inoculados con la cepa 
de genotipo II americano AM-4, los resultados de frecuencia de aislamiento en función 
de la línea celular empleada se muestran en la Tabla 32. Los resultados obtenidos 
indican que no hubo diferencias estadísticamente significativas entre los obtenidos en 
MAP y la línea celular MARC-145, aunque la frecuencia de aislamiento fue 
generalmente superior en MAP. En este sentido, destacan frecuencias del 100% en el 
linfonódulo submandibular, tonsila y pulmón con lo que, por lo general, la frecuencia de 
aislamiento fue siempre superior a la obtenida para los grupos vacunales y muy similar 
a la de los aislados de campo. Los resultados de titulación vírica de los órganos 




de la línea celular empleada se muestran también en la Tabla 32. Los resultados 
obtenidos en ambos tipos celulares no muestran diferencias estadísticamente 
significativas. Sin embargo, los animales pertenecientes a este Grupo presentaron títulos 
estadísticamente superiores a los obtenidos para los animales pertenecientes a los 
grupos vacunales y a los pertenecientes al Grupo 19, inoculado con el aislado EU-13 de 
origen polaco, durante los tres días de sacrificio en los órganos anteriormente 
mencionados. No obstante, los títulos víricos fueron similares a los obtenidos para los 
aislados de campo. 
 
 
Tabla 32: Frecuencia de aislamiento y titulación vírica en cultivos de MAP y 
MARC-145 de las muestras de órganos recogidas durante todo el período de 
estudio en los grupos inoculados con los aislados de tipo II. 
 
Grupo
% Título % Título % Título % Título
MAP 100*   3,2# ± 0,5a 87 3,0 ± 1,7 80 2,9 ± 1,7 93 2,8 ± 1,1
Marc-145 67+ 3,1 ± 0,1 67 3,0 ± 0,6 67 2,0 ± 0,4 60 0,0 ± 0,0
MAP 100 3,1 ± 0,6 100 2,8 ± 1,3 93 2,8 ± 1,3 80 2,7 ± 1,0
Marc-145 73 2,9 ± 0,3 73 2,7 ± 0,8 73 3,2 ± 0,9 73 3,3 ± 0,3
MAP 73 2,7 ± 1,5 60 3,2 ± 1,4 60 3,4 ± 1,2 73 2,5 ± 1,1
Marc-145 47 2,2 ± 0,4 47 2,8 ± 0,4 47 3,3 ± 0,4 53 3,2 ± 0,5
MAP 73 3,2 ± 1,2 87 2,8 ± 1,2 87 3,0 ± 1,2 67 2,5 ± 1,0
Marc-145 53 2,8 ± 0,3 67 3,5 ± 0,0 67 3,0 ± 0,1 53 2,9 ± 0,2
MAP 67 3,2 ± 1,6 87 3,0 ± 1,6 87 3,5 ± 1,3 67 2,6 ± 1,3
Marc-145 67 2,8 ± 0,5 67 2,9 ± 0,5 67 3,7 ± 0,5 40 2,9 ± 0,2
MAP 93 3,1 ± 1,5 93 3,3 ± 1,2 87 3,3 ± 1,2 93 2,6 ± 1,2
Marc-145 67 3,0 ± 0,5 87 2,6 ± 0,8 87 3,1 ± 0,5 73 3,2 ± 0,4
MAP 100 4,0 ± 0,4 100 3,6 ± 0,6 100 3,7 ± 0,6 100 3,8 ± 0,8
Marc-145 100 3,5 ± 0,7 100 2,9 ± 0,8 100 2,8 ± 0,4 100 2,9 ± 0,1
MAP 47 2,1 ± 1,1 47 2,2 ± 1,2 47 2,9 ± 1,2 60 2,2 ± 1,2
Marc-145 27 2,5 ± 0,7 33 2,8 ± 0,7 20 2,8 ± 0,5 67 1,8 ± 0,3
MAP 47 2,4 ± 1,3 47 2,9 ± 1,6 47 4,1 ± 1,6 40 2,0 ± 1,1
Marc-145 47 2,0 ± 0,2 33 2,6 ± 0,5 33 2,0 ± 0,5 33 2,0 ± 0,0
MAP 100 4,0 ± 0,5 100 3,8 ± 0,7 100 3,4 ± 0,7 100 3,4 ± 0,5
Marc-145 93 3,5 ± 0,5 100 3,6 ± 0,5 100 3,8 ± 0,4 100 3,0 ± 0,1
MAP 53 3,1 ± 1,7 60 3,0 ± 1,6 60 3,0 ± 1,6 73 2,6 ± 1,3
Marc-145 33 2,3 ± 0,5 53 2,6 ± 0,5 53 2,5 ± 0,4 67 2,0 ± 0,1
*: Porcentaje de animales positivos mediante aislamiento vírico en cultivos de MAP
+: Porcentaje de animales positivos mediante aislamiento vírico en MARC-145
a : Desviación estándar






















En el caso de los aislados de campo, el aislamiento vírico fue posible a partir de 
muestras de todos los órganos tomados en los distintos días de necropsia, aunque la 
frecuencia de aislamiento y la carga vírica variaron en función del órgano considerado. 
En el caso del bazo y el íleon, el VSRRP se detectó con mucha menor frecuencia y con 
títulos víricos inferiores a los obtenidos en otros órganos (Tablas 25, 26 y 27). Sin 
embargo, el virus estaba presente en la tonsila de prácticamente todos los animales 
expuestos a aislados de campo, con la excepción de dos animales inoculados con el 
aislado EU-13, uno sacrificado el día 14 p.i., y el otro el día 21 p.i. Otro órgano donde 
se aisló virus con mucha frecuencia fue el pulmón, aunque en este caso hubo, al menos, 
un animal negativo en los Grupos 12, 13, 18 y 19 (Tablas 25, 26 y 27). 
 
Entre los grupos inoculados con los aislados de campo, hubo algunos en los que la 
frecuencia de aislamiento fue inferior a la encontrada en la mayoría de los grupos 
analizados. Entre ellos, destacan los Grupos 9, 14, 19, 20 y 24, inoculados con los 
aislados Sp-22, EU-2, EU-13, EU-15 y EU-19. Sin embargo, son los resultados del 
Grupo 19, inoculado con el aislado EU-13, de origen polaco, los más dignos de 
mención. En este sentido, tal como se observa en la Figura 35, el virus se aisló en un 
número menor de muestras que en el Grupo Control Positivo y que en la mayoría de los 
grupos inoculados con aislados de campo, no siendo la frcuencia de aislamiento 
estadísticamente superior a la encontrada en los grupos inoculados con las cepas 




Figura 35: Frecuencia de aislamiento en MAP en las muestras de órganos 
recogidas durante todo el período de estudio en el Grupo Control Positivo (Grupo 
















































Los resultados de titulación vírica obtenidos en los distintos grupos inoculados 
con aislados de campo en cada día de necropsia se muestran en las Tablas 28, 29 y 30. 
Lo más destacable en ellas son los resultados correspondientes al Grupo 19, que 
presentan títulos similares a los registrados en los grupos inoculados con cepas 
vacunales en todos los órganos analizados, a excepción del pulmón en el día 7 p.i. y la 




Figura 36: Titulación vírica en MAP de las muestras de órganos recogidas durante 
todo el período de estudio en el Grupo Control Positivo (Grupo 26), en los grupos 
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Entre los grupos inoculados con los aislados de campo, destacan los resultados de 
los Grupos 17, 21, 22 y 23, inoculados con los aislados EU-10, de origen polaco, y con 
los aislados italianos EU-16, EU-17 y EU-18, ya que presentaron títulos víricos 
elevados en todos los órganos, incluso en aquellos donde el resto de aislados de campo 
tuvieron títulos muy bajos, similares a los obtenidos en las cepas vacunales. Así, los 
Grupos 17 y 22 presentaron títulos víricos superiores a las cepas vacunales en los 
linfonódulos inguinales superficiales, mesentéricos y timo en el día 14 p.i.; igual que los 
Grupos 21, 22 y 23 en el bazo y el íleon en el día 7 p.i.; y el Grupo 21 en el bazo en el 
día 21 p.i. Además, estos grupos presentaron títulos víricos superiores a numerosos 
aislados de campo en diversos órganos, destacando el Grupo 22, para el que se 
obtuvieron títulos víricos superiores al Grupo Control Positivo y a los Grupos 1, 9, 10, 








Los resultados de aislamiento vírico a partir de las muestras de orina obtenidas en 
los días 7, 14 y 21 p.i. del experimento, así como la media y la desviación estándar del 
título vírico obtenido se muestran en la Tabla 33.  
 
Tabla 33: Frecuencia de aislamiento y titulación vírica en MAP en las muestras de 
orina obtenidas en los días de necropsia. 
 
% Título % Título % Título
1 Sp-2    20*    1,0# ± 0,0a 40 1,4 ± 0,2 20 1,0 ± 0,0
2 Sp-3 40 1,4 ± 0,2 20 1,2 ± 0,0 0 1,0 ± 0,0
3 Sp-5 20 1,0 ± 0,0 20 1,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0
4 Sp-6 20 1,0 ± 0,0 40 1,4 ± 0,2 20 1,0 ± 0,0
5 Sp-12 20 1,2 ± 0,0 20 1,5 ± 0,0 20 1,0 ± 0,0
6 Sp-13 40 1,0 ± 0,0 40 1,3 ± 0,2 0 0,0 ± 0,0
7 Sp-16 40 1,4 ± 0,2 20 1,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0
8 Sp-20 40 1,0 ± 0,0 20 1,1 ± 0,2 0 0,0 ± 0,0
9 Sp-22 40 1,1 ± 0,1 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0
10 Sp-24 40 1,3 ± 0,2 20 1,0 ± 0,0 20 1,0 ± 0,0
11 Sp-27 40 1,0 ± 0,0 40 1,4 ± 0,2 0 0,0 ± 0,0
12 Sp-28 20 1,1 ± 0,1 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0
13 EU-1 20 1,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0
14 EU-2 20 1,2 ± 0,0 40 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0
15 EU-5 20 1,5 ± 0,0 20 1,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0
16 EU-9 40 1,1 ± 0,1 20 1,5 ± 0,0 20 1,0 ± 0,0
17 EU-10 40 1,4 ± 0,2 20 1,2 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0
18 EU-12 20 1,2 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0
19 EU-13 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0
20 EU-15 20 1,2 ± 0,0 20 1,2 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0
21 EU-16 40 1,3 ± 0,0 20 1,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0
22 EU-17 40 1,3 ± 0,2 40 1,8 ± 0,2 20 1,0 ± 0,0
23 EU-18 40 1,2 ± 0,0 40 1,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0
24 EU-19 20 1,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0
25 AM-2 20 1,5 ± 0,0 20 1,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0
26 AM-4 40 1,4 ± 0,2 40 1,3 ± 0,2 0 0,0 ± 0,0
27 AM-5 40 1,4 ± 0,2 40 1,3 ± 0,2 0 0,0 ± 0,0
28 AM-10 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0
29 Vac-1 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0
30 Vac-3 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0
31 Vac-4 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0
32 Vac-5 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0
33 Control - 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0
*: Porcentaje de animales positivos mediante aislamiento vírico en cultivos de MAP
Grupo Control Positivo
Grupos inoculados con Cepas vacunales
Grupo con ausencia de aislamiento vírico en orina
Días del Experimento
AisladoGRUPO 
# : Título vírico expresado en log 10  DI 50 CT/ml






Como era esperable, no se aisló virus de ninguna muestra proveniente de los 
animales pertenecientes al Grupo 33 (Control Negativo). Asimismo, tampoco se aisló 
virus de ninguna de las muestras de los animales pertenecientes a los Grupos 29, 30, 31 
y 32, inoculados con las cepas vacunales Vac-1, Vac-3, Vac-4 y Vac-5 ni en cultivos de 
MAP ni en la línea celular MARC-145. 
 
Con respecto a los animales inoculados con la cepa AM-4 pertenecientes al Grupo 
26 Control Positivo, el virus se pudo aislar en cultivos de MAP a partir del 40% de las 
muestras obtenidas en los días 7 y 14 p.i., mientras que todas las muestras obtenidas en 
el día 21 p.i. fueron negativas. Cuando estas muestras se inocularon en la línea celular 
MARC-145 no se encontraron resultados positivos. 
 
Entre los resultados obtenidos en los animales inoculados con los aislados de 
campo, merecen especial mención los de los grupos 19 y 28, inoculados con el aislado 
de origen polaco EU-13 y el aislado de origen americano AM-10, ya que no se registró 
ningún resultado positivo a lo largo del estudio. Por el contrario, el virus se aisló a partir 
de muestras de orina del resto de los grupos, aunque la frecuencia de aislamiento fue 
disminuyendo a lo largo del estudio. Así, en el día 7 p.i., todos los grupos tuvieron una 
o dos muestras positivas, mientras que en el día 14 p.i. la frecuencia de aislamiento fue 
algo menor ya que el virus se aisló de un porcentaje similar de animales de cada grupo, 
pero hubo tres grupos negativos. Finalmente, en el día 21 p.i., el virus sólo se pudo 
aislar de 6 grupos, los grupos 1, 4, 5, 10, 16 y 22, inoculados con los aislados Sp-2, Sp-
6, Sp-12., Sp-24, EU-9 y EU-17 respectivamente. Sin embargo, no se encontraron 
diferencias estadísticamente significativas en la frecuencia de aislamiento ni en el título 
vírico obtenido en ninguno de los distintos grupos analizados. 
 
4.2.5.2.2. Hisopos nasales 
 
Los resultados de aislamiento vírico a partir de los hisopos nasales, incluyendo al 
frecuencia de aislamientoy título medio con su desviación estándar se muestran en la 
Tabla 34, representándose en la Figura 37 la frecuencia de aislamiento. 
 
Figura 37: Porcentaje de grupos con hisopos nasales positivos en MAP durante el 


































Como cabía esperar, todos los hisopos nasales obtenidos de los aniamles del 
Grupo 33 fueron negativos por aislamiento vírico. En los grupos inoculados con las 
cepas vacunales los resultados de aislamiento en función del tipo celular utilizado, MAP 
o MARC-145, se muestran en la Tabla 35. En el caso de los cultivos de MAP se aisló 
virus en dos animales del Grupo 29, inoculados con la cepa española Vac-1, y en cuatro 
animales del Grupo 32, inoculados con la cepa de genotipo americano Vac-5, siendo 
imposible el aislamiento del virus en muestras procedentes de los Grupos 30 y 31 
(Tabla 34). Cuando el aislamiento se realizó en la línea celular MARC-145 se aisló 
virus en muestras procedentes de casi todos los grupos inoculados con cepas vacunales. 
De este modo, en el Grupo 30 se aisló el virus en un animal en el día 6 p.i.; en los 
Grupos 31 y 32 se aisló en un animal en el día 6 p.i. y en dos animales en el día 9 p.i., 
en ambos casos Sin embargo, no se aisló virus en los hisopos nasales procedentes del 
Grupo 29. El análisis estadístico indicó diferencias significativas en la frecuencia de 
eliminación entre las cepas vacunales Vac-1, Vac-3 y Vac-4 y ciertos aislados de 
campo. Así, en los hisopos nasales de los animales pertenecientes a los grupos 
inoculados con estas cepas vacunales se aisló virus en el día 3 p.i. con menor frecuencia 
que en los animales de los Grupos 4, 8 y 9 (P < 0,05), inoculados con los aislados 
españoles Sp-6, Sp-20 y Sp-22 respectivamente, en los Grupos 21 y 22 (P < 0,05), 
inoculados con los aislados italianos EU-16 y EU-17, y en el Grupo 26, inoculados con 
la cepa de genotipo II americano de alta virulencia AM-4 (P < 0,05). Además, en estos 
grupos inoculados con las cepas vacunales se aisló el virus con menor frecuencia en el 
día 6 p.i. que en los Grupos 1, 3, 4, 5, 6, 8, 11 y 12 (P < 0,05) inoculados con los 
aislados españoles Sp-2, Sp-5, Sp-6, Sp-12, Sp-13, Sp-20, Sp-27 y Sp-28 
respectivamente, en el Grupo 17 (P < 0,05), inoculado con el aislado polaco EU-10, y 
en el Grupo 22 (P<0,05), inoculado con el aislado EU-17, procedente de Italia. 
  
 
Tabla 34: Frecuencia de aislamiento y titulación vírica en MAP de los hisopos nasales obtenidos de cada uno de los grupos analizados. 
 
1 Sp-2   0*    0,0# ± 0,0a 27 2,0± 0,4 33 1,7 ± 0,4 0 0,0 ± 0,0 20 1,1 ± 0,2 50 1,4 ± 0,3 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0
2 Sp-3 0 0,0 ± 0,0 27 1,3 ± 0,2 20 1,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 10 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0
3 Sp-5 0 0,0 ± 0,0 27 2,0 ± 0,4 33 1,7 ± 0,4 0 0,0 ± 0,0 20 1,1 ± 0,1 50 1,0 ± 0,2 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0
4 Sp-6 0 0,0 ± 0,0 33 2,0 ± 0,1 40 1,0 ± 0,1 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 20 1,0 ± 0,1 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0
5 Sp-12 0 0,0 ± 0,0 40 1,5 ± 0,5 40 1,6 ± 0,5 20 1,0 ± 0,0 10 1,2 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0
6 Sp-13 0 0,0 ± 0,0 27 1,6 ± 0,7 33 1,8 ± 0,3 40 1,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0
7 Sp-16 0 0,0 ± 0,0 20 1,0 ± 0,3 27 1,1 ± 0,2 20 1,6 ± 0,1 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0
8 Sp-20 0 0,0 ± 0,0 33 1,4 ± 0,5 47 1,1 ± 0,3 20 1,5 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0
9 Sp-22 0 0,0 ± 0,0 33 2,0 ± 0,5 40 1,1 ± 0,3 80 1,4 ± 0,2 0 0,0 ± 0,0 10 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0
10 Sp-24 0 0,0 ± 0,0 20 1,9 ± 0,3 20 2,0 ± 0,2 20 1,0 ± 0,0 20 1,1 ± 0,1 20 1,1 ± 0,1 20 1,5 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0
11 Sp-27 0 0,0 ± 0,0 13 1,0 ± 0,0 33 1,1 ± 0,2 40 1,6 ± 0,0 10 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0
12 Sp-28 0 0,0 ± 0,0 27 1,9 ± 0,2 33 1,8 ± 0,3 40 1,0 ± 0,0 20 1,2 ± 0,2 30 1,0 ± 0,0 20 1,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0
13 EU-1 0 0,0 ± 0,0 27 1,1 ± 0,3 20 1,4 ± 0,5 20 2,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0
14 EU-2 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 20 1,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0
15 EU-5 0 0,0 ± 0,0 7 1,0 ± 0,0 27 1,4 ± 0,4 40 1,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0
16 EU-9 0 0,0 ± 0,0 13 1,5 ± 0,2 13 1,3 ± 0,3 40 2,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0
17 EU-10 0 0,0 ± 0,0 27 1,4 ± 0,2 33 1,3 ± 0,4 20 1,5 ± 0,0 20 1,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0
18 EU-12 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 20 1,2 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0
19 EU-13 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0
20 EU-15 0 0,0 ± 0,0 13 1,2 ± 0,2 27 1,0 ± 0,1 0 0,0 ± 0,0 10 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0
21 EU-16 0 0,0 ± 0,0 40 1,3 ± 0,3 20 1,5 ± 0,5 40 1,3 ± 0,2 10 1,2 ± 0,0 10 1,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0
22 EU-17 0 0,0 ± 0,0 33 1,6 ± 0,6 40 1,1 ± 0,2 20 1,0 ± 0,0 10 1,0 ± 0,0 10 1,0 ± 0,0 20 1,5 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0
23 EU-18 0 0,0 ± 0,0 27 1,3 ± 0,2 27 1,3 ± 0,4 40 1,5 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0
24 EU-19 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 20 1,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0
25 AM-2 0 0,0 ± 0,0 13 1,0 ± 0,0 13 1,2 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0
26 AM-4 0 0,0 ± 0,0 33 1,2 ± 0,2 20 1,2 ± 0,3 40 1,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 10 1,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0
27 AM-5 0 0,0 ± 0,0 27 1,3 ± 0,1 13 1,6 ± 0,1 40 1,1 ± 0,1 10 1,2 ± 0,0 20 1,2 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 40 1,3 ± 0,2 0 0,0 ± 0,0
28 AM-10 0 0,0 ± 0,0 27 1,3 ± 0,2 47 1,2 ± 0,4 0 0,0 ± 0,0 10 1,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0
29 Vac-1 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 50 1,0 ± 0,0 12 1,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 33 1,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0
30 Vac-3 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0
31 Vac-4 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0
32 Vac-5 0 0,0 ± 0,0 13 1,0 ± 0,0 20 1,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 10 1,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0
33 Control - 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0
*: Porcentaje de animales positivos mediante aislamiento vírico en cultivos de MAP
# : Título vírico expresado en log 10  DI 50 CT/ml
a : Desviación estándar
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Tabla 35: Frecuencia de aislamiento y titulación vírica en MAP y MARC-145 de 




% Título % Título % Título % Título
MAP 0*   0,0# ± 0,0a 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0
Marc-145 0+ 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0
MAP 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 13 1,0 ± 0,0
Marc-145 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 20 1,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0
MAP 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 20 1,0 ± 0,0
Marc-145 0 0,0 ± 0,0 50 1,2 ± 0,4 6,6 1,0 ± 0,0 6,6 1,0 ± 0,0
MAP 50 1,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0
Marc-145 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0
MAP 12,5 1,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0
Marc-145 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 20 1,0 ± 0,0 20 1,0 ± 0,0
MAP 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 10 1,0 ± 0,0
Marc-145 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0
MAP 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0
Marc-145 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0
MAP 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0
Marc-145 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0
MAP 33 1,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0
Marc-145 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0
MAP 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0
Marc-145 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0
*: Porcentaje de animales positivos mediante aislamiento vírico en cultivos de MAP
+: Porcentaje de animales positivos mediante aislamiento vírico en MARC-145
# : Título vírico expresado en log 10  DI 50 CT/ml






















Por otro lado, en los animales del Grupo Control Positivo inoculados con la cepa 
de genotipo II americano AM-4, los resultados de aislamiento vírico en función del tipo  
celular empleado se muestran en la Tabla 36. Como se observa en esta Tabla no se 
encontraron diferencias estadísticamente significativas entre los resultados obtenidos en 
MAP y en la línea celular MARC-145. La cepa AM-4 se eliminó en las secreciones 
nasales en el período comprendido entre el día 3 y el día 7 p.i., detectándose como 
hecho excepcional un animal positivo en el día 12 p.i. y siendo su frecuencia de 
eliminación mayor que la de las cepas vacunales. (P < 0,05) (Figura 38). Este fenómeno 











Tabla 36: Frecuencia de aislamiento y titulación vírica en MAP y MARC-145 de 
los hisopos nasales obtenidos de los grupos inoculados con los aislados de tipo II. 
 
Grupo
% Título % Título % Título % Título
MAP   0*   0,0# ± 0,0a 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0
Marc-145   0+ 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0
MAP 13 1,0 ± 0,0 33 1,2 ± 0,2 27 1,3 ± 0,1 27 1,3 ± 0,2
Marc-145 13 1,0 ± 0,0 20 1,0 ± 0,0 20 1,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0
MAP 13 1,2 ± 0,0 20 1,2 ± 0,3 13 1,6 ± 0,1 47 1,2 ± 0,4
Marc-145 13 1,2 ± 0,0 20 1,0 ± 0,0 7 1,0 ± 0,0 33 1,0 ± 0,0
MAP 0 0,0 ± 0,0 40 1,0 ± 0,0 40 1,1 ± 0,1 0 0,0 ± 0,0
Marc-145 0 0,0 ± 0,0 20 1,0 ± 0,0 27 1,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0
MAP 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 10 1,2 ± 0,0 10 1,0 ± 0,0
Marc-145 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 20 1,0 ± 0,0 10 1,0 ± 0,0
MAP 0 0,0 ± 0,0 10 1,0 ± 0,0 20 1,2 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0
Marc-145 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 10 1,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0
MAP 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0
Marc-145 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0
MAP 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0
Marc-145 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0
MAP 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 40 1,3 ± 0,2 0 0,0 ± 0,0
Marc-145 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 20 1,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0
MAP 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0
Marc-145 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0
*: Porcentaje de animales positivos mediante aislamiento vírico en cultivos de MAP
+: Porcentaje de animales positivos mediante aislamiento vírico en MARC-145
# : Título vírico expresado en log 10  DI 50 CT/ml
a : Desviación estándar
D3
25 26 27 28
Hisopos nasales 














Figura 38: Frecuencia de aislamiento en MAP en los hisopos nasales obtenidos del 












































Cuando se analizaron los aislados de campo, el patrón de eliminación fue similar 
en todos los grupos, aislándose el virus con frecuencia en los primeros días p.i. y 
disminuyendo posteriormente la frecuencia de aislamiento de forma brusca. Así, en los 
días 3 y 6 p.i. el virus se pudo aislar de al menos un animal de cada grupo experimental, 
con la excepción de los Grupos 14, 18, 19 y 24, inoculados con los aislados EU-2, EU-
12, EU-13 y EU-19. Mientras que en el día 14 p.i. sólo 3 grupos, los inoculados con los 
aislados Sp-24, Sp-28 y EU-17, tuvieron un animal positivo. A partir de este momento 
todas las muestras fueron negativas por aislamiento vírico.  
 
Analizando los resultados de cada grupo de forma individual, merecen especial 
mención los del grupo 19, inoculado con el aislado de origen polaco EU-13, ya que el 
virus no se pudo aislar a partir de ninguna muestra procedente de este grupo. 
Igualmente, en los grupos 14, 18 y 24, inoculados con los aislados EU-2, EU-12 y EU-
19 sólo se pudo aislar el virus en algunas de las muestras tomadas en el día 7 p.i.. Los 
resultados de estos grupo son inferiores, con diferencias estadísticamente significativas, 
a los de los aislados españoles Sp-6, Sp-20, Sp-22, italianos EU-16 y EU-17 y al 
Control Positivo en el día 3 p.i. (P < 0,05); y a los aislados españoles Sp-2, Sp-5, Sp-6, 
Sp-12, Sp-13, Sp-20, Sp-27 y Sp-28, el aislado polaco EU-10, el aislado italiano EU-17 
y los aislados de genotipo II AM-5 y AM-10 en el día 6 p.i. (P < 0,005). 
 
Finalmente, y en referencia a la cantidad de virus presente en las secreciones 
nasales los resultados se muestran en la Tabla 34. En esta Tabla se observa que los 
títulos víricos fueron muy bajos, oscilando entre 1 y 2 log10 DI50CT/ml y nunca se 
encontraron diferencias estadísticamente significativas entre los distintos grupos.  
 
4.2.5.2.3. Hisopos rectales 
 
Los resultados de aislamiento vírico a partir de los hisopos rectales, incluyendo la 
frecuencia de aisalmiento y los títulos infectivos medios con desviación estándar se 
muestran en la Tabla 37. La frecuencia de eliminación de la totalidad de grupos 
incluidos en el estudio en función del día p.i. se muestra en la Figura 39.  
 
Figura 39: Porcentaje de grupos con hisopos rectales positivos en cultivos de MAP 


































No se aisló virus en ninguna de las muestras de heces de los animales 
pertenecientes al Grupo Control Negativo. Con respecto a los resultados de los grupos 
inoculados con las cepas vacunales los resultados de aislamiento se muestran 
únicamente en cultivos de MAP (Tabla 37) dado que cuando se analizó la presencia de 
virus en la línea celular MARC-145 no se obtuvieron resultados positivos de ninguna de 
las muestras analizadas. Al igual que ocurrió con los hisopos nasales, en los animales 
inoculados con las cepas vacunales se aisló el virus a partir de muestras de los Grupos 
29 y 32, inoculados con las cepas Vac-1 y Vac-5 respectivamente, en los días 6 y 7 p.i. 
En cambio, no fue posible aislar el virus en ninguna muestra procedente de los Grupos 
30 y 31, inoculados con las cepas Vac-3 y Vac-4. La media de frecuencia de 
eliminación en heces durante el período de estudio para estos grupos, excluyendo al 
Grupo 30, fue del 4% y 6% para los días 3 y 6 p.i. respectivamente (Figura 40). Esta 
frecuencia fue menor y con diferencia estadísticamente significativa frente a los Grupos 
3 y 4 inoculados con los aislados españoles Sp-5 y Sp-6, en el día 6 p.i. (P < 0,05), a los 
Grupos 6, 9 y 13 inoculados con los aislados españoles Sp-13 y Sp-22 y al aislado 
francés EU-1 respectivamente, en el día 9 p.i. (P < 0,05); con el Grupo 12, inoculado 
con el aislado español Sp-28, en los días 12 y 18 p.i. (P < 0,02); a los Grupos 1, 9 y 25, 
inoculados con los aislados españoles Sp-2 Sp-22 y el aislado danés de genotipo II AM-
2, en el día 15 p.i. (P < 0,05); y al Grupo 22, inoculado con el aislado italiano EU-17, en 
el día 18 p.i. (P < 0,05). 
  
Tabla 37: Frecuencia de aislamiento y titulación vírica en MAP de los hisopos rectales obtenidos de cada uno de los grupos analizados. 
 
1 Sp-2   0*    0,0# ± 0,0a 20 1,4 ± 0,3 0 0,0 ± 0,0 40 1,0 ± 0,0 20 1,0 ± 0,0 30 1,3 ± 0,4 20 1,0 ± 0,0 60 1,0 ± 0,0 20 1,0 ± 0,0 20 1,0 ± 0,0
2 Sp-3 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 20 1,0 ± 0,0 40 1,1 ± 0,1 30 1,1 ± 0,1 20 1,0 ± 0,0 20 1,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 20 1,0 ± 0,0
3 Sp-5 0 0,0 ± 0,0 27 1,5 ± 0,3 0 0,0 ± 0,0 20 1,0 ± 0,0 20 1,0 ± 0,0 50 1,4 ± 0,6 20 1,0 ± 0,0 20 1,2 ± 0,0 20 1,0 ± 0,0 20 1,0 ± 0,0
4 Sp-6 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 40 1,0 ± 0,0 20 1,0 ± 0,0 40 1,0 ± 0,0 40 1,7 ± 0,8 40 1,0 ± 0,0 40 1,5 ± 0,7 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0
5 Sp-12 0 0,0 ± 0,0 6 1,0 ± 0,0 6 1,0 ± 0,0 40 1,0 ± 0,0 40 1,0 ± 0,0 30 1,0 ± 0,0 20 1,1 ± 0,0 40 1,4 ± 0,1 40 1,0 ± 0,0 40 1,0 ± 0,0
6 Sp-13 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 7 1,5 ± 0,0 40 1,3 ± 0,4 50 1,4 ± 0,3 40 1,7 ± 0,3 60 1,0 ± 0,0 40 1,0 ± 0,0 40 1,0 ± 0,0 40 1,0 ± 0,0
7 Sp-16 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 40 1,3 ± 0,4 20 1,0 ± 0,0 30 1,3 ± 0,4 20 1,0 ± 0,0 20 1,0 ± 0,0 40 1,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0
8 Sp-20 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 40 1,0 ± 0,0 30 1,2 ± 0,3 30 1,0 ± 0,0 40 1,0 ± 0,0 20 1,0 ± 0,0 20 1,0 ± 0,0 20 1,0 ± 0,0
9 Sp-22 0 0,0 ± 0,0 14 1,0 ± 0,0 20 1,0 ± 0,0 20 1,0 ± 0,0 60 1,4 ± 0,5 50 1,5 ± 0,1 80 1,0 ± 0,0 60 1,4 ± 0,4 0 0,0 ± 0,0 40 1,0 ± 0,0
10 Sp-24 0 0,0 ± 0,0 6 1,0 ± 0,0 6 1,0 ± 0,0 40 1,3 ± 0,4 40 1,0 ± 0,0 30 1,5 ± 0,0 20 1,5 ± 0,0 40 1,0 ± 0,0 40 1,0 ± 0,0 40 1,0 ± 0,0
11 Sp-27 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 20 1,2 ± 0,0 20 1,0 ± 0,0 30 1,1 ± 0,1 40 1,2 ± 0,0 40 1,0 ± 0,0 20 1,0 ± 0,0 20 1,0 ± 0,0
12 Sp-28 0 0,0 ± 0,0 20 1,0 ± 0,0 20 1,0 ± 0,0 20 1,0 ± 0,0 30 2,0 ± 0,0 70 1,0 ± 0,0 20 1,0 ± 0,0 20 1,0 ± 0,0 60 1,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0
13 EU-1 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 20 1,0 ± 0,0 50 1,3 ± 0,4 30 1,0 ± 0,0 40 1,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 40 1,0 ± 0,0
14 EU-2 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 20 1,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 20 1,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 20 1,0 ± 0,0
15 EU-5 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 20 1,2 ± 0,0 40 1,5 ± 0,4 20 1,1 ± 0,1 40 1,0 ± 0,0 40 1,3 ± 0,1 40 1,3 ± 0,4 0 0,0 ± 0,0
16 EU-9 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 40 1,1 ± 0,1 20 1,1 ± 0,1 20 1,0 ± 0,0 20 1,0 ± 0,0 40 1,3 ± 0,4 0 0,0 ± 0,0
17 EU-10 0 0,0 ± 0,0 20 1,5 ± 0,0 40 1,0 ± 0,0 40 1,7 ± 0,2 30 1,5 ± 0,1 10 2,0 ± 0,0 20 2,2 ± 0,0 40 1,3 ± 0,4 0 0,0 ± 0,0 40 1,0 ± 0,0
18 EU-12 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 10 1,5 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0
19 EU-13 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0
20 EU-15 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 30 1,1 ± 0,1 20 1,1 ± 0,1 20 1,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0
21 EU-16 0 0,0 ± 0,0 6 2,0 ± 0,0 20 0,0 ± 0,0 40 1,0 ± 0,0 40 1,1 ± 0,3 10 1,2 ± 0,0 20 1,5 ± 0,0 20 1,5 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 20 1,0 ± 0,0
22 EU-17 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 40 1,5 ± 0,0 40 1,8 ± 0,5 10 1,2 ± 0,0 20 1,0 ± 0,0 20 1,0 ± 0,0 60 1,0 ± 0,0 20 1,0 ± 0,0
23 EU-18 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 20 1,0 ± 0,0 30 1,1 ± 0,1 10 1,2 ± 0,0 20 1,8 ± 0,0 20 1,0 ± 0,0 40 1,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0
24 EU-19 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 20 1,4 ± 0,2 10 1,2 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0
25 AM-2 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 6 1,2 ± 0,0 20 1,0 ± 0,0 40 1,0 ± 0,0 30 1,0 ± 0,0 20 1,0 ± 0,0 60 1,0 ± 0,0 40 1,0 ± 0,0 40 1,0 ± 0,0
26 AM-4 0 0,0 ± 0,0 13 1,0 ± 0,0 13 1,6 ± 0,0 20 1,0 ± 0,0 40 1,3 ± 0,2 20 1,1 ± 0,1 40 1,1 ± 0,1 40 1,0 ± 0,0 20 1,0 ± 0,0 20 1,0 ± 0,0
27 AM-5 0 0,0 ± 0,0 13 1,0 ± 0,0 13 1,5 ± 0,7 20 1,0 ± 0,0 40 1,3 ± 0,6 20 1,0 ± 0,0 40 1,4 ± 0,2 40 1,1 ± 0,1 20 1,0 ± 0,0 20 1,0 ± 0,0
28 AM-10 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 13 1,1 ± 0,1 0 0,0 ± 0,0 20 1,2 ± 0,1 20 1,2 ± 0,1 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 20 1,0 ± 0,0 20 1,0 ± 0,0
29 Vac-1 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 20 1,2 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 20 1,2 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0
30 Vac-3 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0
31 Vac-4 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0
32 Vac-5 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 13 1,1 ± 0,1 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0
33 Control - 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0
# : Título vírico expresado en log 10  DI 50 CT/ml
a : Desviación estándar
Grupo Control Positivo Grupos inoculados con Cepas vacunales Grupo con ausencia de aislamiento vírico en hisopos rectales
Hisopos rectales
*: Porcentaje de animales positivos mediante aislamiento vírico en cultivos de MAP
Grupo Aislado
Días del Experimento




En los animales del Grupo Control Positivo, inoculados con la cepa de genotipo II 
americano AM-4 los resultados de aislamiento vírico en función del tipo celular 
empleado se muestran en la Tabla 38. Lo más destacable de esta tabla es que no se 
encontraron diferencias estadísticamente significativas entre los resultados positivos en 
MAP y los obtenidos en la línea celular MARC-145. La cepa AM-4 se aisló con mucha 
mayor frecuencia que las cepas vacunales, oscilando entre un 13% de muestras positivas 
en los días 3 y 6 p.i. y un 40% en los días 9, 14 y 15 p.i. (Figura 40), sin embargo, las 
diferencias entre ambos grupos no fueron estadísticamente significativas.  
 
 
Tabla 38: Frecuencia de aislamiento y titulación vírica en MAP y MARC-145 de 
los hisopos rectales obtenidos de los grupos inoculados con los aislados de tipo II. 
 
Grupo
% Título % Título % Título % Título
MAP  0* 0,0# ± 0,0a 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0
Marc-145  0+ 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0
MAP 0 0,0 ± 0,0 13 1,0 ± 0,0 13 1,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0
Marc-145 0 0,0 ± 0,0 13 1,2 ± 0,4 20 1,5 ± 0,4 0 0,0 ± 0,0
MAP 6 1,0 ± 0,0 13 1,6 ± 0,0 13 1,5 ± 0,7 13 1,1 ± 0,1
Marc-145 6 1,2 ± 0,4 13 1,5 ± 0,4 6 1,0 ± 0,0 6 1,0 ± 0,0
MAP 20 1,0 ± 0,0 20 1,0 ± 0,0 20 1,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0
Marc-145 20 1,0 ± 0,0 20 1,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0
MAP 40 1,0 ± 0,0 40 1,3 ± 0,6 40 1,3 ± 0,6 20 1,2 ± 0,1
Marc-145 20 1,0 ± 0,0 20 1,0 ± 0,0 40 1,2 ± 0,3 20 1,0 ± 0,0
MAP 30 1,0 ± 0,0 20 1,0 ± 0,0 20 1,0 ± 0,0 20 1,2 ± 0,1
Marc-145 20 1,0 ± 0,0 10 1,0 ± 0,0 10 1,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0
MAP 20 1,0 ± 0,0 40 1,4 ± 0,2 40 1,4 ± 0,2 0 0,0 ± 0,0
Marc-145 20 1,0 ± 0,0 20 1,0 ± 0,0 20 1,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0
MAP 60 1,0 ± 0,0 40 1,1 ± 0,1 40 1,1 ± 0,1 0 0,0 ± 0,0
Marc-145 20 1,0 ± 0,0 20 1,0 ± 0,0 20 1,0 ± 0,0 0 0,0 ± 0,0
MAP 40 1,0 ± 0,0 20 1,0 ± 0,0 20 1,0 ± 0,0 20 1,0 ± 0,0
Marc-145 20 1,0 ± 0,0 20 1,0 ± 0,0 20 1,0 ± 0,0 20 1,0 ± 0,0
MAP 40 1,0 ± 0,0 20 1,0 ± 0,0 20 1,0 ± 0,0 20 1,0 ± 0,0
Marc-145 20 1,0 ± 0,0 20 1,0 ± 0,0 20 1,0 ± 0,0 20 1,0 ± 0,0
*: Porcentaje de animales positivos mediante aislamiento vírico en cultivos de MAP
+: Porcentaje de animales positivos mediante aislamiento vírico en MARC-145
# : Título vírico expresado en log 10  DI 50 CT/ml

























Figura 40: Frecuencia de aislamiento en MAP en los hisopos rectales obtenidos del 








































*: Media de los grupos inoculados con las cepas vacunales que se replicaron en MAP (29, 30 y 31) 
 
Cuando se analizó la frecuencia de eliminación en heces de los aislados de campo, 
ésta aumentó desde el día 3 p.i. hasta el día 12 p.i., momento en el que un 92,85% de los 
grupos tuvieron algún animal positivo, cayendo posteriormente la tasa de aislamiento 
hasta el día 21 p.i., en el que todavía un 54,14% de los grupos presentaron muestras 
positivas (Figura 39). No obstante, mirando los resultados de aislamiento de cada grupo 
de forma individual, hay que reseñar que existen notables diferencias en la frecuencia de 
aislamiento entre grupo. Así, por su baja frecuencia de aislamiento destaca el aislado 
polaco EU-13, el cual no pudo ser aislado a partir de ningún hisopo tomado a lo largo 
del período experimental. De forma similar, EU-12 sólo se aisló de una muestra tomada 
en el día 12 p.i. Los resultados de estos grupo fueron inferiores, con diferencias 
estadísticamente significativas al Grupo Control Positivo y a los Grupos 3 y 4 
inoculados con los aislados españoles Sp-5 y Sp-6, (P < 0,05), a los Grupos 6 y 13, 
inoculados con el aislado español Sp-13 y el aislado francés EU-1, en el día 9 p.i. (P < 
0,05), al Grupo 12 inoculado con el aislado español Sp-28, en el día 12 p.i. y 18 p.i. (P < 
0,02), a los Grupos 1 y 8 inoculados con los aislados españoles Sp-2 y Sp-20 en el día 
15 p.i. (P < 0,05) y al Grupo 22, inoculado con el aislado italiano EU-17 en el día 18 p.i. 
(P < 0,05). 
 
Por el contrario, otros aislados de campo del genotipo I europeo se eliminaron con 
mucha frecuencia en las heces, hasta el punto de ser muy similares al Grupo Control 
Positivo inoculado con la cepa de genotipo II americano AM-4. En este sentido se 
pueden resaltar los resultados de los Grupos 1, 3, 4, 6, 8, 9 y 12 inoculados con los 
aislados españoles Sp-2, Sp-5, Sp-6, Sp-13, Sp-20, Sp-22 y Sp-28 y los aislados de 
origen francés e italiano EU-1 y EU-17 pertenecientes a los Grupos 13 y 22 
respectivamente. 
 
Finalmente, la cantidad de virus presente en las heces fue muy baja como se 
observa en los títulos infectivos expresados en la Tabla 37, no existiendo ninguna 




4.2.6. Desarrollo de anticuerpos totales medidos mediante ELISA 
 
Los resultados del estudio de detección de anticuerpos frente al VSRRP mediante 
la técnica de ELISA en las muestras de suero tomadas durante el estudio se muestran en 
la Tabla 39. 
 
Como era previsible, no se detectaron anticuerpos totales frente al VSRRP en 
ninguno de los animales pertenecientes al Grupo 33 a lo largo de todo el período 
experimental (Tabla 39), existiendo diferencias estadísticamente significativas a partir 
del día 9 p.i. con todos los grupos inoculados con los aislados de campo (P < 0,001). 
 
En el caso de los animales expuestos a las cepas vacunales, la seroconversión se 
produjo más tarde y en menor proporción que en los aislados de campo, encontrándose 
diferencias estadísticamente significativas (P < 0,05). Así, en el día 9 p.i., estos grupos 
presentaron porcentajes de seroconversión inferiores estadísticamente a los hallados en 
los grupos inoculados con los aislados de campo (P < 0,05), a excepción de los Grupos 
2, 5, 6, 8 y 11 (P < 0,05), inoculados con los aislados españoles Sp-3, Sp-12, Sp-13 y 
Sp-20 y Sp-27. En el día 12 p.i. todos los aislados de campo tuvieron porcentajes de 
seroconversión superiores estadísticamente a los encontrados en los grupos inoculados 
con las cepas vacunales (P < 0,001). Es más, en este día 12 p.i. sólo dos animales de los 
Grupos 30 y 32, inoculados con las cepas Vac-3 y Vac-5 respectivamente, y un animal 
de los Grupos 29 y 31, inoculados con las cepas Vac-1 y Vac-4, habían seroconvertido. 
Al finalizar el estudio, la gran mayoría de los animales de los Grupos 30, 31 y 32 habían 
seroconvertido, mientras que no se pudo confirmar la seroconversión de ninguno de los 
animales del Grupo 29. 
 
En cuanto al Grupo 26, que actuó como Control Positivo, es de destacar que a 
partir del día 9 p.i. todos los animales habían seroconvertido, encontrándose también un 
animal positivo en el día 6 p.i., a diferencia de todos los grupos inoculados con aislados 
de campo, excepto el Grupo 10. 
 
Dentro de los grupos inoculados con los aislados de campo, se observó que en el 
día 9 p.i. en los Grupos 2, 5, 6 y 8, inoculados con los aislados españoles Sp-3, Sp-12, 
Sp-13 y Sp-20, más de la mitad de los animales fueron seronegativos. Es más, en el día 
12 p.i. se observó un 20% de animales seronegativos en el Grupo 2, un 30 % en el 
Grupo 5 y un 10 % en el Grupo 8. Dentro de estos grupos, únicamente el Grupo 2 en el 
día 9 p.i. mostró porcentajes de seroconversión inferiores estadísticamente a los de los 
Grupos 1, 3, 9 y 10 (P < 0,05), inoculados con los aislados españoles Sp-2, Sp-5, Sp-22 
y Sp-24, a los de los Grupos 13, 14 15 y 16 (P < 0,05), inoculados con los aislados EU-
1, EU-2, EU-5 y EU-9 procedentes de Europa Occidental, a los de los Grupos 17, 18, 19 
(P < 0,05), inoculados con los aislados polacos EU-10, EU-12 y EU-13, a los Grupos 20 
y 22 (P < 0,05), inoculados con los aislados italianos EU-15 y EU-17, y a los de los 
Grupos 25, 26 y 27 (P < 0,001), inoculados con los aislados del tipo II AM-2 y AM-5. 
A partir del día 12 p.i. no se encontraron diferencias estadísticamente significativas 
entre los grupos inoculados con los aislados de campo. 
 
En el resto de grupos inoculados con aislados de campo, la mayoría de los 






Al contrario de lo sucedido con el porcentaje de animales seropositivos, no se 
encontraron diferencias estadísticamente significativas en el cociente S/P de las 
muestras analizadas en ningún día del experimento. 
 
El análisis estadístico mediante el sistema de análisis de conglomerados, teniendo 
en cuenta como variables características el porcentaje de animales positivos mediante la 
técnica ELISA el día 9 y el día 12 p.i. y el cociente S/P de los sueros obtenidos en esos 
mismos días, delimitó un grupo en el cual se incluían el Grupo Control Negativo, los 
grupos inoculados con los aislados vacunales y el Grupo 2, que presentaban valores 
estadísticamente inferiores a la media en las variables citadas (P < 0,001). 
 
Tabla 39: Frecuencia de animales seropositivos mediante la técnica de ELISA en 
los distintos grupos durante el período de estudio. 
DO D6 D9 D12 D15 D21
1 Sp-2   0* 0 100 100 100 100
2 Sp-3 0 0 20 80 100 100
3 Sp-5 0 0 100 100 100 100
4 Sp-6 0 0 70 100 100 100
5 Sp-12 0 0 50 70 100 100
6 Sp-13 0 0 40 100 100 100
7 Sp-16 0 0 70 100 100 100
8 Sp-20 0 0 40 90 100 100
9 Sp-22 0 0 90 100 100 100
10 Sp-24 0 7 90 100 100 100
11 Sp-27 0 0 70 100 100 100
12 Sp-28 0 0 60 100 100 100
13 EU-1 0 0 90 100 100 100
14 EU-2 0 0 80 100 100 100
15 EU-5 0 0 100 100 100 100
16 EU-9 0 0 90 100 100 100
17 EU-10 0 0 100 100 100 100
18 EU-12 0 0 90 100 100 100
19 EU-13 0 0 70 100 100 100
20 EU-15 0 0 100 100 100 100
21 EU-16 0 0 90 100 100 100
22 EU-17 0 0 90 100 100 100
23 EU-18 0 0 80 100 100 100
24 EU-19 0 0 90 100 100 100
25 AM-2 0 0 100 100 100 100
26 AM-4 0 7 100 100 100 100
27 AM-5 0 0 80 100 100 100
28 AM-10 0 0 80 100 100 100
29 Vac-1 0 0 0 33 0 0
30 Vac-3 0 0 0 20 67 100
31 Vac-4 0 0 0 10 40 60
32 Vac-5 0 0 0 20 80 80
33 Control - 0 0 0 0 0 0

























































Entre las características más relevantes del VSRRP hay que destacar su elevada 
variabilidad. Esta variabilidad quedó patente ya en los primeros momentos tras la 
descripción de la enfermedad y el aislamiento de su agente causal por las diferencias en 
la capacidad de replicación de los primeros aislados en distintos sistemas celulares. De 
esta forma, mientras que los virus que circulaban en Europa sólo se podían aislar en 
cultivos primarios de MAP (Wensvoort et al., 1991; Wensvoort, 1993), en EE.UU. se 
empezaron a utilizar con bastante éxito distintas líneas celulares derivadas de riñón de 
mono como la CL-2621, la MARC-145 o la CRL11171 para el aislamiento del virus 
(Benfield et al., 1992; Collins et al., 1992; Kim et al., 1993; Meng et al., 1994, 1996). 
Estas diferencias, junto con la curiosidad que despertó el hecho de que la enfermedad 
surgiera de forma paralela en los dos continentes, motivaron que se empezara a ahondar 
en el conocimiento de los virus que se iban aislando a uno y otro lado del Atlántico y 
que se empezaran a establecer comparaciones entre ellos. 
 
A partir del año 1994 se desarrollaron sistemas de amplificación del ácido 
nucleico del virus mediante RT-PCR tanto en Norteamérica como en Europa (Mardassi 
et al., 1994; Suárez et al., 1994) que, si bien tenían como objetivo primario el 
establecimiento de sistemas rápidos y fiables de diagnóstico de la enfermedad, 
permitieron de forma paralela disponer de secuencias parciales del genoma de virus de 
ambos continentes. La comparación de dichas secuencias hizo que quedaran patentes de 
inmediato grandes diferencias en la composición de las regiones codificantes de 
distintas proteínas estructurales, fundamentalmente la proteína N y la GP5, lo que llevó 
a proponer la existencia de dos genotipos distintos: el genotipo I, en el que se incluirían 
los aislados del virus que circulaban en Europa y el genotipo II, que estaría formado por 
virus que circulaban en la población porcina de Norteamérica (Mardassi et al., 1994; 
Meng et al., 1995a). La clasificación del virus en dos genotipos se ha confirmado en 
estudios posteriores que han basado los árboles filogenéticos en la comparación de 
proteínas no estructurales (Allende et al., 1999; Nelsen et al., 1999).  
 
Igualmente, dentro de cada genotipo se han descrito diferencias significativas 
entre distintos aislados, aunque siempre más limitadas que las que existen entre virus de 
ambos genotipos. Estas diferencias se establecieron en primer lugar para las cepas 
americanas del virus (Meng et al., 1995b; Andreyev et al., 1997; Gagnon y Dea, 1998; 
Goldberg et al., 2000b) y posteriormente para las cepas europeas (Indik et al., 2000; 
Forsberg et al., 2002; Mateu et al., 2003, 2006; Pesch et al., 2005; Stadejek et al., 2002, 
2006, 2008; Prieto et al., 2009). Aunque la existencia de grupos genómicos en el 
genotipo II del VSRRP se ha propuesto recientemente analizando la secuencia de la 
proteína no estructural nsp2 (Yoshii et al., 2008), estos grupos no están tan claramente 
establecidos como en el caso de los aislados de genotipo I. Para ellos se ha propuesto 
una división en 3 subtipos, de los cuales el primero (subtipo 1) incluiría todos los 
aislados procedentes de países de Europa Occidental y algunos aislados de países del 
Este, mientras que los subtipos 2 y 3 estarían constituidos en exclusiva por aislados de 
países de la antigua Unión Soviética (Stadejek et al., 2006, 2008). Es más, para los 
aislados clasificados en el subtipo 1 (es decir, aislados procedentes de países de Europa 
Occidental), Forsberg et al. (2002) han propuesto un patrón geográfico en la 
distribución de aislados en los árboles filogenéticos de forma que se establecen tres 
ramas bien diferenciadas. La primera de ellas incluye un grupo de aislados que son 
similares a la cepa de referencia europea (cepa Lelystad) y que proceden de los países 
más occidentales del continente, como son España, Francia, Bélgica, El Reino Unido, 




Dinamarca, que parecen haber evolucionado de forma independiente a la de los aislados 
de otros países y por último se encuentra un grupo de aislados italianos que mantienen 
entre sí una relación mucho menos sólida que la de los otros dos grupos descritos pero 
que tampoco se pueden asociar a otros grupos genómicos. 
 
A pesar de la cantidad de datos que existen actualmente en la bibliografía acerca 
de la clasificación genómica de aislados del VSRRP de distintos países de todo el 
mundo, y de que parece altamente probable que la variabilidad genómica tenga su 
reflejo en una elevada variabilidad antigénica, hasta la fecha no se ha podido establecer 
de forma fehaciente la relación antigénica que existe entre distintos aislados. Ya desde 
poco después del aislamiento del virus se determinó que los aislados americanos y 
europeos del virus presentaban diferencias en su composición antigénica en función de 
su reactividad cruzada frente a sueros de animales convalecientes, aunque estos mismos 
estudios admitían la existencia de cierto grado de reactividad cruzada, que indicaba la 
existencia de epítopos comunes (Bautista et al., 1993; Wensvoort et al., 1992; Katz et 
al., 1995). Este hecho quedó confirmado posteriormente con el desarrollo de 
anticuerpos monoclonales ya que algunos son específicos para cada uno de los grupos 
genómicos (Nelson et al., 1993; Drew et al., 1995; Magar et al., 1995, 1997; Dea et al., 
1996, 2000) mientras que otros están conservados y reaccionan con aislados de ambos 
genotipos (Nelson et al., 1993; Magar et al., 1995; Dea et al., 1996, 2000). Además, 
dentro de cada genotipo también se han observado diferencias en la reactividad frente a 
baterías de anticuerpos monoclonales, indicando que existen diferencias claras dentro de 
cada uno de los grupos genómicos (Drew et al., 1995; Yoon et al., 1995; Dea et al., 
1996; Cancel-Tirado et al., 2004). 
 
No obstante, y a pesar de las diferencias antigénicas entre aislados que se han 
comunicado, hasta la fecha se han realizado pocos intentos de clasificación sistemática 
de aislados del VSRRP y todos ellos se han realizado con aislados del genotipo II. En 
uno de ellos, Cheon y Chae (2000) han determinado la existencia de seis patrones 
diferentes de reactividad de aislados coreanos frente a un panel de anticuerpos 
monoclonales. Asimismo, Yang et al. (1999) han clasificado aislados americanos del 
virus en cuatro grupos antigénicos en función de su reactividad frente a un panel de 
cinco anticuerpos monoclonales frente a la proteína N y, en un intento posterior, 
utilizando un panel más amplio de anticuerpos monoclonales, han descrito la existencia 
de once subgrupos en el grupo 1 y cuatro en el grupo 2 (Yang et al., 2000). Ninguno de 
los autores mencionados aporta información alguna acerca de la relevancia de esta 
clasificación o su posible correlación con la clasificación genómica de las cepas 
utilizadas. 
 
En lo que se refiere a la clasificación de los aislados del VSRRP en función de su 
virulencia, la información disponible también es escasa, habiéndose realizado la 
inmensa mayoría de los estudios experimentales con aislados del genotipo II, tanto en el 
modelo respiratorio como en el modelo reproductivo. De estos estudios se concluye que 
dichos aislados difieren sustancialmente en su virulencia. Así, la inoculación en 
animales en crecimiento ha conducido al desarrollo de fiebre, sintomatología 
respiratoria y lesiones pulmonares de gravedad variable en función de la cepa utilizada 
para la inoculación experimental (Halbur et al., 1995b; 1996b). Asimismo, la capacidad 
para inducir un fallo reproductivo parece ser dependiente del aislado empleado en la 
infección experimental (Mengeling et al., 1996c). Es más, en el genotipo II se ha 




muy grave en las granjas afectadas, cursando con una elevada mortalidad tanto en 
reproductoras como en animales en crecimiento (Halbur et al., 1997; Mengeling et al., 
1997; Normile et al., 2007). Esta elevada virulencia se ha confirmado posteriormente en 
estudios experimentales (Mengeling et al., 1998; Johnson et al., 2004; Tian et al., 
2007). 
 
Sin embargo, a pesar del conocimiento disponible para aislados del genotipo II, en 
el genotipo I no se han establecido diferencias claras en el comportamiento patogénico 
de los aislados, aunque es probable que existan ya que el único trabajo realizado indica 
diferencias en la gravedad de la sintomatología clínica, la duración e intensidad de la 
viremia y el patrón de eliminación vírica entre dos cepas holandesas inoculadas a 
animales en crecimiento (van der Linden et al., 2003).  
 
Todo lo anteriormente expuesto pone de manifiesto que el conocimiento 
disponible de las repercusiones que la amplia variabilidad genómica descrita podría 
tener sobre la composición antigénica y la virulencia de distintos aislados del VSRRP es 
bastante limitado y en cualquier caso está circunscrito al estudio de aislados del 
genotipo II. Así, para el genotipo I los estudios relacionados con la variabilidad 
antigénica se limitan a los estudios de reactividad cruzada llevados a cabo por Drew et 
al. (1995) utilizando una batería de 6 anticuerpos monoclonales desarrollados frente a 
un aislado europeo del virus y los estudios relacionados con posibles diferencias en 
virulencia a la comparación de dos aislados de origen holandés (van der Linden et al., 
2003). Como consecuencia, el objetivo fundamental de esta tesis doctoral ha sido la 
caracterización antigénica y patogénica de aislados del VSRRP, con especial hincapié 
en el estudio de aislados de genotipo I. Este objetivo general se ha dividido para su 
desarrollo en dos objetivos específicos: 
 
1. Caracterización antigénica de aislados del VSRRP y específicamente de 
aislados de distinto origen de genotipo I mediante ensayos de SN cruzada. 
 
2. Caracterización de la patogenicidad de aislados del VSRRP de distintos 
orígenes, con especial énfasis en el genotipo I, en el modelo respiratorio. 
 
Cada uno de estos subobjetivos se ha realizado de forma independiente, 
seleccionando en cada caso aquellos aislados que se ha considerado oportuno en función 
de sus características en la convicción de que antigenicidad y patogenicidad son  
cualidades independientes. Por tanto, los resultados obtenidos para cada uno de los 





CARACTERIZACIÓN ANTIGÉNICA DE AISLADOS DEL VSRRP 
 
La finalidad principal de este objetivo ha sido determinar la relación antigénica 
existente entre una serie de aislados del VSRRP pertenecientes al genotipo I para poder 
establecer de forma fiable la existencia o ausencia de grupos antigénicos en el genotipo 
I del VSRRP. Además, se ha intentado correlacionar los datos de relación antigénica 
entre aislados con características conocidas de los mismos, como su origen geográfico y 
su momento de aislamiento, o fáciles de obtener, como la secuencia de la ORF5. 
Finalmente, los resultados obtenidos han permitido caracterizar tanto los sueros 
hiperinmunes desarrollados, en función de su amplitud y potencia, como los aislados 
empleados, en función de su susceptibilidad o resistencia a neutralización. 
 
Para la consecución de este objetivo se han utilizado un total de 52 aislados del 
VSRRP. En la selección de los mismos se han tenido en cuenta algunas características 
conocidas de dichos virus que podrían tener influencia en la relación antigénica que se 
pudiera establecer entre ellos. La primera característica significativa contemplada es la 
clasificación genómica de los mismos, ya que la información disponible indica que 
existen diferencias antigénicas significativas entre aislados del genotipo I y del genotipo 
II (Nelson et al., 1993; Drew et al., 1995; Magar et al., 1995; Magar et al., 1997; Dea et 
al., 1996, 2000). Es más, en el caso de los aislados del genotipo I su origen geográfico 
se ha tenido en consideración ya que si éste parece influir en su relación genómica 
parece sensato pensar que pueda ejercer un efecto también sobre su relación antigénica.  
Finalmente, en la medida de lo posible, se ha intentado tener representantes de los virus 
que circulaban en la población porcina en los primeros años tras la descripción de la 
enfermedad y también de los que circulan en la actualidad para poder determinar si el 
virus ha sufrido cambios antigénicos asociados a su evolución en la población porcina. 
En definitiva, se quiso tener información acerca de si las variantes antigénicas que 
circulan en la población porcina van cambiando a lo largo del tiempo o de si la 
evolución del virus provoca una mayor diversidad antigénica en la actualidad, 
comparada con la variabilidad inicial, lo cual puede tener repercusiones desde el punto 
de vista del diagnóstico y del control de la enfermedad. 
 
Siguiendo estos criterios, y en función de la disponibilidad de aislados en nuestro 
cepario, se hizo una distribución de virus incluyendo 42 aislados del genotipo I y 10 
aislados del genotipo II y 3 cepas vacunales, todas ellas de origen europeo y 
pertenecientes al genotipo I. Esta distribución desequilibrada entre genotipos se debe 
tanto a la mayor disponibilidad de aislados de origen europeo como, sobre todo, al 
hecho de que el objetivo prioritario que se perseguía era la clasificación antigénica de 
aislados del genotipo I del VSRRP. De esta forma, la inclusión de aislados de genotipo 
II tenía como finalidad confirmar que la relación existente entre aislados del mismo 
genotipo era mayor que la que se podía observar con aislados del genotipo contrario. 
Entre los aislados de genotipo II utilizados tres tenían origen europeo, ya que procedían 
de Dinamarca y los otros 7 eran americanos. El grueso de aislados incluidos en el 
estudio pertenecían al genotipo I, y más concretamente al subtipo I descrito por Stadejek 
et al. (2006, 2008). No obstante, dentro de este subtipo I se ha intentado hacer una 
selección de aislados en función de su origen geográfico, para representar tantos grupos 
genómicos como fuera posible. En este sentido, se han utilizado un total de 27 aislados 
españoles, 3 aislados de origen alemán, 2 holandeses, 3 belgas, 1 de la República Checa, 
2 polacos y 4 italianos. Los aislados españoles, alemanes, holandeses y belgas se 




(Lelystad-like) descrito por Forsberg et al. (2002). Del mismo modo, los aislados 
italianos representarían el grupo heterogéneo que constituyen el tercer subgrupo de la 
clasificación propuesta por Forsberg et al. (2002). Finalmente, los aislados polacos y de 
la República Checa se encuadran en el grupo de aislados de países de Europa del Este 
que pertenecen al subtipo 1 europeo descrito por Stadejek et al. (2006, 2008). En esta 
distribución no están representados aislados de la segunda rama de la clasificación de 
Forsberg et al. (2002), la rama de aislados daneses. Esto se debe a que no fue posible 
adaptar al crecimiento en la línea MARC-145 ninguno de los aislados daneses de 
genotipo europeo de los que disponemos en el laboratorio. Finalmente, los aislados 
españoles tienen una representación muy amplia no sólo porque fueran los más 
abundantes en nuestro cepario sino porque éste era el único grupo de aislados que 
contaba con representantes de los primeros años tras la aparición de la enfermedad 
(1991-1995) y de los años más recientes (2000-2006). La inclusión de aislados 
españoles de ambos grupos nos permitió estudiar la influencia de la evolución temporal 
de los aislados en sus características antigénicas, excluyendo la influencia de otros 
factores como el origen geográfico del virus. En lo que se refiere a la inclusión de las 
cepas vacunales, ésta se ha realizado únicamente para contar con sueros hiperinmunes, 
específicos para cada una de ellas, que permitieran comparar el comportamiento de 
estos sueros, por su relevancia teórica en el control de la enfermedad, con el de los 
sueros desarrollados frente a cepas de campo. Como consecuencia, las cepas vacunales 
no se han incluido en el panel de virus frente a los que se han enfrentado los sueros y 
sólo se han utilizado para la producción de tres sueros hiperinmunes que sí se han 
incluido en el grupo de sueros con los que han enfrentado los aislados de nuestro panel.  
 
La caracterización antigénica de los virus se puede realizar utilizando distintas 
técnicas serológicas que permitan determinar la existencia de diferencias en la 
reactividad entre aislados. En el caso del VSRRP, los estudios que han determinado la 
existencia de diferencias antigénicas entre aislados se han llevado a cabo 
mayoritariamente, mediante técnicas de inmunofluorescencia indirecta (IFI), muy 
utilizadas en EE.UU. o mediante técnicas de inmunoperoxidasa en monocapa (IPMA), 
más frecuentes en Europa, que se han realizado utilizando tanto sueros policlonales de 
animales convalecientes (Bautista et al., 1993b; Wensvoort et al., 1992, 1993) como 
anticuerpos monoclonales, que reconocen un único epítopo de forma específica (Nelson 
et al., 1993; Drew et al., 1995; Katz et al., 1995; Dea et al., 1996; Magar et al., 1995, 
1997; Yang et al., 1999, 2000). No obstante, los resultados de la mayoría de los trabajos 
anteriormente mencionados sólo han podido determinar la existencia de diferencias 
antigénicas entre aislados pero en ningún caso han permitido realizar una clasificación 
sistemática de aislados en función de su perfil antigénico. El intento más completo de 
clasificación de aislados del VSRRP en función de su patrón antigénico es el realizado 
por Yang et al. (1999, 2000). Estos autores clasifican en un primer estudio los aislados 
del genotipo II en cuatro grupos utilizando una batería de 5 anticuerpos monoclonales y 
en un segundo estudio, ampliando con 11 nuevos anticuerpos monoclonales la batería 
de anticuerpos utilizados, subdividen el primer y el segundo grupo del primer estudio en 
nueve y cuatro subgrupos, respectivamente. No obstante, a estos autores les llama la 
atención la baja variabilidad antigénica encontrada y el sesgo en la clasificación de los 
aislados ya que el 84,1% de sus aislados pertenecen al grupo 1 y el 11,6% al grupo 2 y 
concluyen que para que su clasificación sea precisa sería necesario incluir un mayor 





En lo que se refiere a la clasificación de aislados del VSRRP en función de su 
sensibilidad en ensayos de SN, existe muy poca información disponible. Yoon et al. 
(1997) comunicaron la existencia de un amplio rango de susceptibilidad a la 
neutralización cuando distintos virus se enfrentan a sueros de cerdo; Yang et al., (2000) 
demostraron la existencia de diferencias en la susceptibilidad a neutralización de 
algunos representantes de sus grupos antigénicos cuando se enfrentaban a tres 
anticuerpos monoclonales con actividad neutralizante y, finalmente, Kim et al., (2007) 
han concluido que los títulos de AN que se obtienen están muy influidos por la 
variabilidad antigénica. Estos datos parecen indicar que los aislados del VSRRP difieren 
en sus patrones de SN y que, en consecuencia, las variaciones en la susceptibilidad a 
neutralización podrían ser utilizadas para categorizar los aislados del virus desde el 
punto de vista antigénico. 
 
Este tipo de estudios serológicos se han utilizado con éxito para demostrar 
relaciones antigénicas entre otros virus como los pestivirus (Wensvoort et al., 1989; 
Dekker et al., 1995; Paton et al., 1995; Ridpath et al., 2000; Becher et al., 2003) o el 
virus de la fiebre aftosa (Forman, 1975; Rweyemamu et al., 1978), demostrando 
ventajas sobre los sistemas de clasificación que utilizan anticuerpos monoclonales, ya 
que los resultados obtenidos con baterías de anticuerpos monoclonales dependen en 
gran medida de la composición de la batería de anticuerpos monoclonales utilizada, 
incluyendo el número de anticuerpos, la estabilidad de los epítopos que reconocen y las 
características antigénicas de los aislados utilizados para producir dichos anticuerpos, 
siendo necesaria la inclusión de anticuerpos específicos para cada uno de los grupos 
antigénicos existentes para realizar una clasificación precisa (Dekker et al., 1995). 
Además, los ensayos de SN tienen la ventaja adicional de diferenciar de forma 
específica anticuerpos funcionales, es decir, de distinguir entre la población general de 
anticuerpos específicos frente al virus aquellos que tienen la capacidad de neutralizar su 
infectividad in vitro. Esta característica permite en muchos casos utilizar los resultados 
de los ensayos de SN para predecir la protección cruzada real que cabe esperar in vivo 
entre aislados y se ha utilizado con éxito para predecir las cepas vacunales que se deben 
utilizar en casos de brotes de enfermedad causados por otros virus como el de la fiebre 
aftosa (Forman, 1975; Rweyemamu et al., 1978). En el caso del VSRRP, todavía no se 
ha establecido de forma fehaciente qué papel juegan los AN en la respuesta inmune 
protectora. No obstante, existen indicadores claros de que podrían tener una función 
destacada en la prevención de reinfecciones como se ha demostrado en experimentos de 
transferencia pasiva, en los que animales seronegativos, que no cuentan con ningún otro 
componente efector de la respuesta inmune, están protegidos cuando reciben cantidades 
significativas de AN purificados tras el desarrollo en otros individuos. De esta forma, la 
transferencia de títulos de AN de 1/16 es capaz de prevenir el fallo reproductivo en 
cerdas gestantes desafiadas en el día 90 de gestación (Osorio et al., 2002) y la 
transferencia de títulos más elevados, del orden de 1/32, es capaz de producir inmunidad 
esterilizante en lechones jóvenes (López et al., 2007). 
 
Teniendo en cuenta las ventajas potenciales de la utilización de ensayos de SN 
cruzada, tanto en la precisión de la clasificación de los aislados como en las 
implicaciones prácticas que esta clasificación podría tener en términos de protección, 
decidimos realizar el estudio de caracterización antigénica mediante ensayos de SN 
cruzada. Estos estudios se pueden realizar de forma unidireccional, es decir, enfrentando 
los sueros disponibles a una colección más amplia de aislados o de forma bidireccional, 




todos los sueros a todos los aislados. En el primer caso, se dispone de información de 
reacciones unilaterales. Esto es, se sabe cómo un suero específico frente a un aislado 
neutraliza a otro aislado distinto, pero se ignora cómo es la reacción en sentido inverso, 
es decir, cómo el suero del segundo aislado reacciona con el primero. Para obtener esta 
información se deben realizar reacciones en ambos sentidos, es decir, ensayos de SN 
cruzada, siendo la información obtenida mucho más valiosa. Dado que la clasificación 
antigénica de los aislados se realiza cuantificando la reacción mediante titulación, es 
decir, midiendo la capacidad relativa de los anticuerpos específicos de un aislado de 
reaccionar con otro, los valores de ambas reacciones unilaterales son necesarios para 
garantizar la precisión de la clasificación (Hubalek, 1982). Es decir, se debe conocer 
cuál es la reactividad relativa de los anticuerpos específicos de un aislado para 
reaccionar con otro y cuál es la capacidad relativa de los anticuerpos específicos del 
segundo aislado para reaccionar con el primero. La utilización de pocos sueros y el 
establecimiento exclusivo de reacciones unidireccionales puede conducir a una 
clasificación incorrecta, de la misma forma que sucede con la utilización de un número 
escaso de anticuerpos monoclonales. Este fenómeno ha sido descrito con anterioridad 
para otros virus, como es el caso de los pestivirus, para los cuales Dekker et al. (1995) 
concluyeron que la utilización de reacciones unidireccionales conduce a errores de 
clasificación y que es necesario realizar ensayos auténticos de SN cruzada, enfrentando 
parejas de aislados de forma bidireccional para una clasificación correcta. Asimismo, 
los ensayos deben hacerse con un número suficiente de sueros para garantizar la 
representación de todos los grupos antigénicos disponibles. Por estas razones, y dado 
que no hay información disponible acerca de cuántos grupos antigénicos pueden existir 
en el caso del VSRRP, en nuestro estudio desarrollamos tantos sueros hiperinmunes 
como nos fue posible, con el objetivo de mejorar la precisión de la clasificación de los 
aislados. De esta forma, obtuvimos 29 sueros hiperinmunes monoespecíficos frente a 
otros tantos aislados, que fueron enfrentados a estos mismos aislados en ensayos de SN 
cruzada para establecer relaciones antigénicas entre ellos y obtener una matriz de 
similitud antigénica que nos permitiera trazar un dendograma que representara las 
relaciones antigénicas entre dichos aislados. Además, para tener una idea de cómo era la 
relación con el resto de aislados disponibles y ver si algunos de esos aislados se podían 
incluir en los grupos que se establecieran, se enfrentaron todos los sueros, en ensayos de 
neutralización unidireccionales, a todos los aislados del panel que no disponían de suero 
hiperinmune específico.  
 
Para la producción de los sueros hiperinmunes se utilizaron animales de seis 
meses de vida. La elección de animales de más edad se debe a la experiencia previa del 
grupo de investigación que indica que el desarrollo de AN es más efectivo en animales 
adultos que en los lechones jóvenes (Scortti et al., 2006b; Prieto et al., 2008). La 
distribución del título homólogo de AN al final del período de inmunización fue normal, 
con un título mínimo de 1/16 y un valor máximo de 1/512, equivalentes a 4 log2 y 9 
log2. Los títulos obtenidos se ajustan a los descritos por otros autores para este virus 
(revisado en Kimman et al., 2009) y la distribución normal es la esperable ya que 
corresponde al tipo de respuesta típica que se produce tras la inmunización de 
poblaciones con otros antígenos (Stevenson, 1998). 
 
No obstante, es destacable que los títulos homólogos tan bajos obtenidos, aunque 
esperables en función del tipo de respuesta típica en las infecciones por este virus, han 
obligado a concentrar las inmunoglobulinas para poder realizar un análisis comparativo. 




para clasificar otros virus mediante ensayos de SN cruzada utilizan los sueros con el 
título homólogo obtenido en el proceso de inmunización de los animales, sin llevar a 
cabo ningún tratamiento adicional (Forman, 1975; Rweyemamu et al., 1978; Wensvoort 
et al., 1989; Pellerin et al., 1994; Dekker et al., 1995; Paton et al., 1995; Ridpath et al., 
2000; Nagai et al., 2001; Couvreur et al., 2002; Becher et al., 2003), en nuestro estudio 
consideramos que el ajuste del título homólogo a 1/128 era pertinente debido a dos 
cuestiones fundamentales. La primera de ellas guarda relación con la obtención de 
títulos homólogos llamativamente bajos. Este hecho acorta sustancialmente el rango de 
diferencias en título entre la reacción homóloga y las reacciones heterólogas ya que si el 
título homólogo se sitúa en algunos casos en 1/16, la máxima diferencia posible es la 
falta de reactividad, que supone una diferencia de cuatro diluciones entre el título 
homólogo y heterólogo. No obstante, se ha establecido que las diferencias en título 
esperables entre reacciones homólogas y heterólogas deben ser superiores a 4 diluciones 
para considerar que se trata de aislados pertenecientes a grupos antigénicos diferentes 
(Hubalek, 1982) y así se ha demostrado para otros virus en distintos estudios (Pellerin et 
al., 1994; Becher et al., 2003). Es más, la amplitud de la diferencia entre reacciones 
homólogas y heterólogas ha sido utilizada en los estudios anteriormente mencionados 
para trazar dendogramas de relación antigénica en los cuales los aislados se van 
alejando en función de la amplitud de las diferencias en títulos homólogos y 
heterólogos. Por tanto, la utilización de los sueros sin concentrar en nuestro estudio 
podría haber llevado a una clasificación incorrecta de los aislados ya que no hubiera 
sido posible determinar si la falta de reactividad cruzada entre distintos aislados estaba 
relacionada con un título homólogo bajo que limitaba el rango de diferencia o con 
diferencias reales entre dichos aislados. La segunda razón que nos llevó a concentrar los 
sueros ha sido la utilización de un número mayor de aislados en el panel de virus que 
los usados para producir sueros hiperinmunes. Dado que en los casos en los que no 
existía suero disponible para un aislado en particular la determinación de su similitud 
antigénica con otros se basaba en el patrón de neutralización cruzada con cada uno de 
los sueros disponibles, el hecho de que el título homólogo de cada suero fuera el mismo 
facilitaba las comparaciones. 
 
Tal como se esperaba, los resultados muestran que en la inmensa mayoría de los 
casos, los títulos de AN frente al aislado específico eran superiores a los títulos 
obtenidos frente al resto de aislados del panel. Sin embargo, existen algunas 
excepciones a esta regla general y, en algunos casos, se han obtenido títulos de AN 
frente a aislados heterólogos de hasta 1/512. Aunque las razones de este hallazgo no han 
sido dilucidadas, un análisis de los casos en los que se ha producido parece indicar que 
reacciones tan potentes podrían guardar relación con una conjunción de dos factores: las 
características particulares del suero que ha reaccionado y las características particulares 
del aislado neutralizado. Así, títulos superiores a los homólogos se han producido con 
mayor frecuencia en aquellos sueros que han mostrado un gran valor en la 
neutralización, reaccionando con un gran número de aislados a diluciones altas. 
Asimismo, aquellos aislados que han mostrado una mayor tendencia a ser neutralizados 
con distintos sueros, con independencia de su especificidad, han sido neutralizados a 
diluciones altas de los sueros con mayor frecuencia. 
 
Aparte de estos hallazgos, el análisis de las tablas donde se resumen los resultados 
de los ensayos de SN entre los sueros hiperinmunes producidos y los aislados del 
VSRRP incluidos en nuestro panel (Tablas 7 y 8) no permite establecer de forma directa 




cruzada encontrado ha sido tremendamente variable. La única excepción a esta regla la 
constituyen los aislados de genotipo II incluidos en el panel, tanto de origen europeo 
como de origen americano, los cuales muestran, de forma general, una reactividad 
excepcionalmente baja con los sueros de nuestro estudio, específicos en su inmensa 
mayoría frente a aislados del genotipo I. En este sentido, es frecuente que los resultados 
de los ensayos de SN indiquen una falta total de reactividad de los sueros con los 
aislados del genotipo II, mientras que este fenómeno es infrecuente en el caso de los 
aislados del genotipo I para los cuales se observa, en la mayoría de los casos, cierto 
grado de reactividad cruzada, aunque en ocasiones sea muy limitado y desaparezca 
rápidamente con la dilución de los sueros. Este efecto no es sorprendente, ya que se 
asume de forma generalizada que las diferencias antigénicas entre aislados del genotipo 
I y los del genotipo II son muy significativas (Bautista et al., 1993; Wensvoort et al., 
1992, 1993) y cabe esperar que su reactividad cruzada sea escasa, especialmente en 
ensayos de neutralización. Es más, la inclusión de aislados de genotipo II en nuestro 
panel se justifica precisamente para verificar este fenómeno mediante la técnica de SN. 
 
No obstante, los resultados obtenidos en nuestro estudio no permiten establecer 
reglas universales que anticipen la relación antigénica entre aislados, incluso en los 
casos extremos, quedando patente únicamente una gran diversidad en la respuesta. Así, 
cuando se ha estudiado la reactividad de los sueros monoespecíficos frente a nuestro 
panel de aislados se han observado diferencias muy significativas en el rango de 
aislados frente a los que exhiben actividad neutralizante los distintos sueros, con 
independencia de las características de los aislados considerados. Es más, el rango de 
aislados frente al que los distintos sueros han presentado actividad ha variado 
enormemente en función de la dilución considerada.  
 
De esta forma, cuando se considera la actividad neutralizante en términos 
absolutos, es decir, como presencia o ausencia de neutralización, considerando todos los 
casos en los que los sueros exhiben alguna capacidad de neutralización heteróloga, con 
independencia del título registrado frente a cada aislado, el rango de aislados frente a los 
que son capaces de reaccionar los sueros estudiados es amplio ya que 13 de los 32 
sueros producidos reaccionaron con más del 90% de los aislados, 20 lo hicieron con 
más del 80% de los aislados y 28 con más del 70% de los aislados mientras que sólo 4 
sueros (el 9,37% de los sueros hiperinmunes analizados) reaccionaron con menos del 
70% de los aislados. 
 
Sin embargo, hay que destacar que esta amplia respuesta cae de forma drástica al 
diluir los sueros. Este hecho permite concluir que a concentraciones elevadas de 
inmunoglobulinas existe cierto grado de reactividad cruzada entre aislados pero cuando 
las inmunoglobulinas se van diluyendo, la capacidad de estos AN, presentes en menor 
cantidad, para reaccionar con aislados distintos a los utilizados para producir el suero se 
ve rápidamente mermada resultando en una falta total de actividad. Este efecto se 
produce de forma bastante rápida ya que sólo una dilución adicional de los sueros (es 
decir, considerando títulos de 1/4) hace que el número de sueros que reaccionan con al 
menos el 90% de los aislados caiga de 13 a 4 (los desarrollados frente a los aislados Sp-
3, EU-12, Sp-15 y EU-18), los que reaccionan con más del 80% de los aislados caiga de 
20 a 7 y los que reaccionan con más del 70% caiga de 28 a 15. Es más, 8 de los 29 
sueros reaccionan con menos del 50% de los aislados del panel a títulos de 1/4, siendo 
especialmente remarcable el caso de los sueros específicos para los aislados Sp-4 y Sp-




consideramos que los títulos mínimos de AN que se han relacionado con algún tipo de 
protección son de 1/16 (Osorio et al., 2002) podemos concluir que la protección cruzada 
que cabe esperar entre aislados, si es que los datos obtenidos in vitro son extrapolables a 
la situación que se produce in vivo, es bastante limitada ya que sólo 5 de los 32 sueros 
hiperinmunes reaccionaron con más del 50% de los virus del panel a esta dilución. 
 
Este efecto de caída de la reactividad se sigue produciendo conforme nos hacemos 
más estrictos con el título de AN considerado para medir la amplitud de respuesta de los 
sueros. De esta forma, si estudiamos la amplitud de los sueros para reaccionar a títulos 
de 1/32, títulos que han sido considerados necesarios para producir inmunidad 
esterilizante en lechones en estudios de transferencia pasiva de anticuerpos (López et 
al., 2007), vemos que sólo dos sueros, los específicos para los aislados Sp-3 y EU-12, 
son capaces de reaccionar con más del 50% de los aislados, mereciendo también 
especial mención el suero frente al aislado EU-18, que neutraliza al 49% de los aislados. 
Es más, a títulos iguales al que presentan frente a su cepa específica, es decir, 1/128, el 
suero desarrollado frente al aislado Sp-3 todavía es capaz de neutralizar al 47% de los 
aislados del panel, mientras que el suero específico para el aislado EU-12 neutraliza el 
29% de los aislados. Asimismo, hay que destacar que estos dos sueros han presentado 
una actividad significativa no sólo frente a aislados de genotipo europeo, sino también 
frente a aislados de genotipo americano del virus. En concreto, el suero frente al aislado 
Sp-3 ha neutralizado al 100% de los aislados de genotipo II a títulos iguales o superiores 
a 1/8, siendo un poco peor el comportamiento del suero específico del aislado EU-12 
que ha mostrado actividad a estos mismos títulos frente al 60% de los aislados de 
genotipo II, mientras que no ha mostrado actividad neutralizante frente al 20% de los 
aislados de este genotipo. 
 
Igualmente, es destacable el caso del único suero desarrollado frente a un aislado 
de genotipo II. Este suero ha tenido un comportamiento más que aceptable en lo que se 
refiere a su capacidad de neutralización heteróloga, especialmente si tenemos en cuenta 
que se trata de un suero desarrollado frente al genotipo opuesto al de la mayoría de los 
virus del panel. En este sentido, hay que subrayar que ha mostrado algún grado de 
reactividad, aunque a títulos de 1/2, frente al 98% de los aislados del panel y que ha 
mostrado actividad a un título de al menos 1/8 frente al 45% de los aislados, incluyendo 
este 45% a 17 de los 40 aislados de genotipo europeo de nuestro estudio. 
 
Finalmente, merecen especial mención los resultados de amplitud obtenidos para 
los sueros específicos frente a las cepas vacunales. En este sentido, aunque dos de ellos, 
los desarrollados frente a las vacunas españolas, hayan mostrado algún grado de 
reacción (con títulos de 1/2) con al menos el 90% de los aislados, el suero desarrollado 
frente a la cepa vacunal Vac-3 sólo reaccionó con el 64% de los virus del panel a la 
mayor concentración posible. Es más, si miramos su amplitud a títulos de 1/16, 
definidos como suficientes para conferir protección frente al fallo reproductivo, los 
sueros Vac-1 y Vac-2 reaccionaron con el 25 y 23% de los aislados respectivamente, y 
el de Vac-3 con tan solo el 14%. Asimismo, si miramos su reactividad a un título 
mínimo capaz de conferir inmunidad esterilizante en lechones (1/32), vemos que su 
amplitud es muy limitada, reaccionando los sueros frente a Vac-1, Vac-2 y Vac-3 con el 
17%, 11% y 8% de los aislados, respectivamente. Si existe una relación entre la 
capacidad de neutralización in vitro y la protección in vivo, estos resultados ayudarían a 
explicar la pobre inducción de inmunidad protectora que con frecuencia ejercen las 




podría ser la responsable de una ausencia de inmunidad esterilizante incluso en estudios 
en los que se han empleado para el desafío de los animales vacunados aislados muy 
próximos, desde el punto de vista genómico, a la cepa vacunal utilizada para inmunizar 
a esos animales (Prieto et al., 2008). 
 
Además de diferencias en la amplitud de la reactividad de cada suero 
hiperinmune, es decir, en el número de aislados frente a los que son capaces de 
reaccionar, los resultados de nuestro estudio arrojan diferencias muy significativas en la 
potencia de los distintos sueros, es decir, en el título medio con el que son capaces de 
neutralizar a los virus de nuestro panel. De esta forma, los datos obtenidos indican que 
la potencia de los sueros ha fluctuado de forma global entre los valores 5,4 log2, 
registrado para el suero específico del aislado Sp-3, y 1,1 log2, registrado para el suero 
específico del aislado Sp-28. No obstante, hay que destacar que el nivel de reactividad 
cruzada de la mayoría de los sueros fue considerablemente bajo, siendo el título medio 
de neutralización obtenido frente a todo el panel de virus menor de 1/4 en un total de 13 
sueros. De hecho, sólo unos pocos sueros, aquellos desarrollados frente a los aislados 
Sp-3, EU-12, EU-18, Sp-15 y Sp-6, han mostrado valores medios de SN superiores a 3 
log2, que equivale a títulos mayores de 1/8. Es más, únicamente los sueros específicos 
de Sp-3 y de EU-12 han mostrado títulos medios de neutralización frente a todo el panel 
de virus próximos a 5 log2, lo que equivale a títulos de aproximadamente 1/32. Estos 
resultados también son bastante significativos y pueden ser causa, al menos de forma 
parcial, de la escasa protección cruzada que se produce entre aislados del VSRRP en 
condiciones de campo, en las cuales son muy frecuentes las reinfecciones de 
poblaciones previamente infectadas con virus heterólogos frente a los cuales la 
inmunidad previa no ejerce ninguna acción protectora.  
 
El análisis de los datos de potencia y amplitud obtenidos nos ha permitido 
determinar la existencia de una correlación entre la potencia y la amplitud de los sueros, 
de forma que aquellos que han sido capaces de neutralizar a un número elevado de 
aislados normalmente han presentado títulos medios de neutralización altos, mientras 
que los sueros que han mostrado una baja reactividad cruzada han dado lugar a títulos 
de neutralización heteróloga bajos, en los casos en los que se ha producido reactividad 
frente a aislados heterólogos.  
 
La causa de este fenómeno es desconocida pero en cualquier caso parece que hay 
diferencias marcadas en la calidad de los sueros, en lo que se refiere a su capacidad de 
neutralización cruzada. Esta misma circunstancia se ha descrito en las infecciones por 
otros virus, como en la producida por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) en 
la que se ha descrito la existencia de pacientes que desarrollan una respuesta inmune 
humoral denominada de élite caracterizada por la presencia de AN con una reactividad 
muy amplia frente a gran número de aislados víricos y una elevada potencia (Simek et 
al., 2009; Walker et al., 2009). Tampoco en este caso se ha dilucidado hasta la fecha la 
causa de esta respuesta excepcionalmente buena pero sí se ha identificado como un 
objetivo claro para el desarrollo de vacunas con una buena eficacia en la prevención de 
la infección el conseguir estimular este tipo de respuesta inmune mediante la 
inmunización. Sin embargo, hay factores relacionados con las características del virus 
que convierten este objetivo en un obstáculo hasta la fecha insalvable. Entre ellos se 
encuentran la diversidad genómica tan elevada del VIH y los mecanismos de escape de 
la respuesta inmune desarrollados por las glicoproteínas gp120 y gp41, cuya interacción 




patrón de glicosilación de las mismas y el enmascaramiento conformacional de los 
sitios de unión al receptor (Kwong et al., 2002; Mascola y Montefiori, 2003; Wei et al., 
2003; Pantophlet y Burton, 2006). Un mecanismo similar podría producirse en el caso 
del VSRRP que también ha mostrado una tremenda variabilidad genómica, 
especialmente en la proteína mayoritaria de la envoltura, la GP5, y que, según se 
demuestra en el presente estudio, da lugar a la generación de AN tremendamente 
variables, específicos de aislado y con poca capacidad genérica de reactividad cruzada. 
Sin embargo, al igual que en el caso del virus de la inmunodeficiencia humana se ha 
demostrado que, a pesar de la gran diversidad del virus, es posible alcanzar un amplio 
rango de neutralización a través de anticuerpos de especificidad única (Kessler et al., 
1997; Walker et al., 2009), en el caso del VSRRP podrían existir también este tipo de 
epítopos que permitieran obviar la influencia de la variabilidad del virus. Por tanto, el 
estudio en profundidad de los epítopos que reconocen los sueros que han mostrado un 
buen comportamiento de reactividad cruzada en nuestro estudio podría sentar las bases 
para el desarrollo futuro de vacunas que fueran capaces de inducir una respuesta potente 
de AN frente a esos epítopos críticos para la infectividad del virus. 
 
De forma adicional al cálculo del título medio al que los sueros producidos 
neutralizaban el total de aislados del panel de virus, se han calculado los valores medios 
de neutralización de cada suero frente a grupos específicos de aislados construidos en 
función del origen geográfico de los mismos. Además, se han representado 
gráficamente los títulos medios y los valores individuales de neutralización de conjuntos 
de sueros, agrupados en función del origen geográfico, frente a grupos de aislados, 
realizados también en función de su origen geográfico. El análisis de estos datos permite 
determinar la influencia que el origen de los aislados puede tener en la reactividad 
cruzada entre ellos. Asimismo, una aproximación similar se ha seguido para realizar la 
comparación en la reactividad cruzada entre aislados antiguos y modernos del VSRRP 
procedentes de una única región geográfica, en este caso España. Es decir, se han 
representado gráficamente los títulos de AN de los sueros específicos de aislados 
españoles antiguos frente a aislados españoles antiguos y modernos y también los títulos 
de los sueros específicos de aislados españoles modernos frente a aislados antiguos y 
modernos de virus de origen español. 
 
En cuanto a la influencia del origen geográfico de los aislados en su reactividad 
cruzada cabe destacar que, como se ha mencionado con anterioridad, ésta fue clara 
cuando se comparan aislados de distintos genotipo. De esta forma, los títulos medios de 
neutralización obtenidos para los aislados del genotipo I son superiores a los obtenidos 
para el genotipo II cuando se utilizan sueros específicos frente a aislados del genotipo I. 
Por el contrario, el único suero específico de un aislado de genotipo II ha neutralizado 
aislados de este grupo genómico con mayor eficacia que los del genotipo I. Las 
diferencias en los títulos medios de neutralización de aislados de distintos genotipo han 
sido estadísticamente significativas, indicando una asociación clara entre el genotipo y 
la capacidad de neutralización. Sin embargo, cuando se han evaluado las diferencias en 
el título de AN entre aislados del mismo genotipo pero de distinto origen, no se ha 
podido establecer una clara correlación entre el origen geográfico de un aislado y el 
grado de reactividad cruzada que se puede esperar que tenga con otros aislados de ese 
mismo origen. Así, en algunos casos, los títulos medios de AN entre aislados del mismo 
origen eran superiores a los registrados frente a aislados de otros orígenes. Este es el 
caso del único suero de origen danés y genotipo americano incluido en el estudio que 




mientras que el título medio frente a aislados de Norteamérica fue de 3 log2. Pero el 
caso más destacado de una mejor reactividad entre aislados del mismo origen es el caso 
de los aislados originarios de países de Europa Occidental, cuyos sueros hiperinmunes 
presentan un título de AN muy superior frente a este grupo geográfico que frente a 
ningún otro con diferencias estadísticamente significativas (P < 0,001). Por el contrario, 
los sueros monoespecíficos para aislados de países de Europa del Este presentaron 
títulos de AN más altos frente a aislados de Europa Occidental que frente a los aislados 
de su mismo grupo geográfico. Del mismo modo, la mayoría de los sueros específicos 
de aislados italianos, con la excepción del suero desarrollado frente a EU-17, tenían 
títulos medios de AN más altos frente a aislados de otros grupos geográficos, sobre todo 
de Europa Occidental y, en menor medida Europa del Este. Finalmente, en el caso de 
los sueros específicos frente a aislados españoles, en muchos casos la reactividad 
registrada era más alta frente a aislados de otros países de Europa Occidental y frente a 
países del Este de Europa que frente a aislados españoles, lo que ha conducido a la 
obtención de títulos medios de SN ligeramente superiores para los aislados de Europa 
Occidental y Europa Oriental que para los aislados españoles. No obstante, las 
diferencias en los títulos de AN no fueron estadísticamente significativas en ningún 
caso con la salvedad del ya mencionado grupo de sueros específicos frente a aislados de 
Europa Occidental. 
 
De los resultados anteriormente mencionados se puede deducir que la capacidad 
de neutralización cruzada entre cepas, y por tanto su similitud antigénica, no parece ser 
dependiente del lugar de aislamiento de dichos aislados. De hecho, la similitud 
antigénica encontrada en nuestro estudio no parece ser reflejo de la similitud genómica 
o la relación filogenética entre los aislados europeos descrita por Forsberg et al. (2002). 
No obstante, esta teoría tendrá que ser confirmada con un número mayor de sueros que 
representen los distintos grupos geográficos ya que la representación de algunos de ellos 
en el estudio actual es tan pobre que puede estar introduciendo un sesgo importante en 
los resultados. Lo que sí resulta llamativo es que los aislados procedentes de Europa 
Occidental tengan de forma sistemática una mayor reactividad cruzada con otros 
aislados, con independencia del origen de los mismos. Sin embargo, las causas de este 
fenómeno no han podido ser esclarecidas en este estudio. 
 
Además de estudiar la influencia que el origen geográfico de los aislados tiene en 
su relación antigénica, se ha determinado la influencia que el momento de aislamiento 
del virus pudiera tener en la capacidad de neutralización heteróloga. Para ello se han 
comparado los resultados de neutralización heteróloga de los 6 sueros desarrollados 
frente a aislados del VSRRP de origen español fechados entre 1991 y 1995 frente al 
grupo de aislados españoles antiguos (7 en total) con los obtenidos para esos mismos 
sueros con los 18 aislados españoles más recientes del panel. Del mismo modo, se han 
confrontado los resultados de neutralización heteróloga de los 11 sueros desarrollados 
frente a aislados españoles recientes frente a los 7 aislados antiguos con los obtenidos 
frente a los 18 aislados recientes. Los resultados indican que no hay diferencias 
estadísticamente significativas en la reactividad de los sueros frente a los grupos de 
aislados que circulaban en diferentes momentos. De esta forma, los sueros específicos 
de los aislados más antiguos presentan unos títulos medios de SN de 3,56 log2 frente a 
este grupo de aislados y de 3,70 log2 frente a los aislados más recientes. En el caso de 
los sueros específicos de aislados más modernos, los títulos medios de SN han sido de 
3,21 y 2,83 log2 frente al grupo de aislados antiguos y modernos, respectivamente. Estos 




los aislados del VSRRP y están en consonancia con los resultados de un estudio previo 
llevado a cabo en nuestro laboratorio en el cual, comparando las secuencias de la ORF5 
de aislados españoles de distinta antigüedad y determinando su relación filogenética, se 
llegó a la conclusión de que no existía una clara evolución temporal en la secuencia de 
la región del genoma que codifica la proteína mayoritaria de la envoltura. Por el 
contrario, parecía que distintas variantes del virus circulaban a la vez en la población 
porcina y seguían distintas líneas evolutivas de forma paralela (Prieto et al., 2009). Los 
resultados del presente estudio de relación antigénica confirman esta teoría ya que no 
parece haber una mayor relación antigénica entre aislados que circulan en el campo de 
forma coetánea, indicando que la composición antigénica de un aislado es independiente 
de su momento de aislamiento. Sin embargo, lo que sí parece suceder es que la 
variabilidad antigénica va aumentando con el tiempo, como lo demuestra el hecho de 
que los títulos medios de neutralización más bajos se registraran para los sueros 
desarrollados frente a aislados modernos en su reactividad con este mismo tipo de 
aislados. También en este caso los resultados estarían en sintonía con los obtenidos en el 
estudio genómico, en el que se concluye que el grado de variabilidad va aumentando 
con el tiempo, siendo la similitud en la secuencia de la ORF5 menor entre los aislados 
recientes que entre los más antiguos (Prieto et al., 2009). 
 
La falta de asociación entre el origen geográfico y el momento de aislamiento de 
los distintos virus y su composición antigénica o su relación con otros aislados se han 
confirmado mediante la construcción de un dendograma que representa la relación 
antigénica entre aquellos aislados del panel frente a los que se ha desarrollado un suero 
monoespecífico. Para la construcción de dicho dendograma se ha calculado el 
coeficiente de similitud antigénica para cada pareja de aislados siguiendo el 
procedimiento descrito por Archetti y Horsfall (1950) que tiene en cuenta la relación 
entre el título de neutralización homólogo y heterólogo para cada uno de los sueros 
específicos de los dos aislados. La aplicación de esta fórmula nos devuelve un 
coeficiente cuyo valor nos permite establecer el grado de similitud antigénica entre los 
dos aislados considerados, ya que valores superiores a 25 indican diferencias menores 
de 4 log2 entre los títulos homólogos y heterólogos, que no se consideran significativas, 
mientras que diferencias mayores de 4 log2 dan lugar a coeficientes menores de 25, que 
se consideran significativos en términos de similitud antigénica (Hubalek, 1982). Estos 
coeficientes obtenidos para cada pareja de aislados se pueden utilizar para construir una 
matriz de comparación antigénica entre aislados la cual sirve para agrupar a los distintos 
aislados y grupos de aislados en función de su similitud antigénica mediante el método 
del vecino más próximo que calcula los coeficientes de similitud antigénica para los 
grupos de aislados que se van formando y los va asociando en grupos mayores hasta que 
quedan todos asociados, con mayor o menor proximidad. De esta forma, representando 
gráficamente las distancias entre los aislados y grupos de aislados que se van 
estableciendo se puede construir un dendograma en cuyas ramas se van agrupando los 
aislados más próximos entre sí desde el punto de vista antigénico. 
 
La observación del dendograma obtenido nos indica que los aislados del VSRRP 
utilizados en nuestro estudio son diversos desde el punto de vista antigénico y se 
dividen en un número muy considerable de grupos, muchos de ellos representados por 
un único componente. De hecho, cuando se establece el punto de corte para determinar 
la similitud antigénica en el valor generalmente aceptado de 25 se obtienen un total de 
19 grupos de los cuales sólo 5 reúnen a, al menos, dos aislados. El primero de estos 




Sp-3) y presenta un coeficiente de similitud antigénica (R) medio de 35,6, lo que 
representa diferencias en el título de cerca de tres diluciones entre la respuesta 
homóloga y la heteróloga. El segundo grupo, que tiene un valor R similar (35), está 
formado por dos aislados, ambos de origen español. Por el contrario, los otros tres 
grupos están constituidos por aislados de distintos orígenes geográficos. Así, el grupo 3 
está representado por tres aislados, uno español, uno checo y otro alemán que tienen un 
coeficiente medio de similitud antigénica de 26, que equivale a diferencias en el título 
homólogo y heterólogo de 3,8 log2; el cuarto grupo tiene una mayor relación ya que su 
valor R es de 35 y está formado por un aislado belga y otro italiano y finalmente el 
grupo 5 abarca tres aislados con un valor R medio de 35,2, uno de origen polaco y otros 
dos españoles. En algunos casos, estos grupos antigénicos están muy próximos entre sí 
o bien presentan cierta similitud con aislados que no se llegan a agrupar. Así, los grupos 
2 y 3 están muy relacionados, teniendo un coeficiente medio de similitud antigénica de 
19,3, que implica diferencias de 4,75 log2 entre los títulos homólogos y heterólogos. 
Asimismo, el aislado Sp-6 está muy próximo al grupo 1 y el aislado Sp-4 al grupo 5. 
Finalmente, si consideramos una relación antigénica más lasa, podemos establecer dos 
grandes grupos, uno de ellos constituido por los grupos 1, 2 y 3 junto con algunos 
aislados independientes como Sp-6 y Sp-15 y el otro constituido por los grupos 4 y 5, 
junto con los aislados Sp-4 y EU-17. Ambos grupos presentan coeficientes de similitud 
antigénica similares (12,9 y 12,8, respectivamente) que suponen diferencias en el título 
de 5,9 log2. No obstante, aun considerando incluso las relaciones más débiles entre 
aislados, todavía queda un grupo de nueve virus que no guardan ninguna relación con 
ningún otro aislado del panel. Este resultado era esperable en el caso del aislado AM-2 
ya que es el único aislado del genotipo II incluido en el estudio, pero no en el resto de 
los casos ya que se trata de aislados que comparten características como el genotipo o el 
origen geográfico con otros aislados del estudio. 
 
Por tanto, nuestros resultados indican que no es posible realizar una clasificación 
antigénica de aislados del VSRRP en un número razonable de grupos antigénicos que se 
puedan manejar para realizar una clasificación rápida de nuevos aislados como se hace 
con otros virus (Dekker et al., 1995). Por el contrario, la existencia de relaciones 
antigénicas tan débiles, o incluso la falta absoluta de relación observada entre los 
aislados de nuestro estudio indican que la diversidad antigénica de aislados del genotipo 
I del VSRRP puede ser de tal magnitud que no permita establecer asociaciones 
antigénicas en términos de SN cruzada entre grupos de virus. Esta falta de asociación 
genérica se traduce también en la falta de asociación de aislados en función de su origen 
geográfico o su momento de circulación en el campo, como ya ha sido descrito cuando 
se han comparado los títulos medios de AN entre los distintos grupos de aislados 
establecidos en el estudio. Si consideramos el origen geográfico de los aislados, vemos 
que, aunque la mayoría de los aislados de origen español se localizan en la parte alta del 
dendograma, se agrupan en grupos distintos, habiendo tres aislados que no guardan 
relación antigénica con ningún otro. Es más, si miramos la localización del resto de 
aislados de origen europeo queda más patente esta falta de correlación entre su origen y 
su relación antigénica. De esta forma, el único aislado alemán del panel se relaciona con 
aislados españoles y con el único aislado de la República Checa del estudio; de los dos 
aislados belgas, uno se agrupa con un aislado italiano y el otro no se puede clasificar en 
ningún grupo antigénico; los dos aislados holandeses no guardan relación entre sí ni se 
parecen a ningún otro virus del panel; el aislado polaco se agrupa con dos aislados de 
origen español y de los cuatro aislados italianos, uno se agrupa con un aislado belga, 




y el aislado polaco y los otros dos no guardan ninguna relación antigénica con ningún 
otro aislado del panel. Del mismo modo, el momento de aislamiento tampoco se puede 
correlacionar con la similitud antigénica, ya que los aislados españoles se distribuyen en 
distintos grupos con independencia de cuándo fueron aislados. Así, el primer grupo 
antigénico tiene tres aislados recientes y dos más antiguos y se relaciona de forma clara 
con otro aislado antiguo; el segundo grupo antigénico está constituido por un aislado 
antiguo y otro reciente y el quinto grupo, constituido por dos aislados recientes, guarda 
una relación próxima con un aislado antiguo. 
 
Una vez comprobado que no se puede establecer una relación entre el origen 
geográfico de los aislados o su momento de aislamiento y su proximidad antigénica, 
hemos intentado establecer la existencia de una correlación entre la similitud de la 
secuencia de la ORF5 y la relación filogenética de los distintos aislados y su 
agrupamiento antigénico. Esta aproximación nos ha parecido lógica dado que se acepta 
como hecho cierto que las relaciones antigénicas entre organismos reflejan sus 
relaciones genómicas y, como norma, deben coincidir con la similitud taxonómica 
(Hubalek, 1982). Este hecho se ha confirmado para otros virus como los pestivirus, para 
los cuales las relaciones genómicas coinciden en gran medida con las antigénicas 
(Becher et al, 2003; Nagai et al., 2001; Couvreur et al., 2002). Por tanto, para establecer 
esta relación hemos amplificado mediante RT-PCR la secuencia completa de la ORF5 
de la mayoría de los aislados de nuestro estudio con el objetivo de usar dichas 
secuencias para conocer la similitud de nucleótidos entre aislados y la relación 
filogenética que se establece entre ellos. Las excepciones han sido los aislados EU-15 y 
EU-16 de origen italiano para los cuales sólo se ha podido obtener una secuencia parcial 
debido a que presentaron problemas de amplificación con los cebadores utilizados en el 
estudio, posiblemente a causa de la variabilidad en la zona donde se unen dichos 
cebadores al molde del ácido nucleico del virus y los aislados españoles Sp-35 y Sp-37 
que no se pudieron amplificar, probablemente como consecuencia del mismo problema, 
aún cuando su identidad como aislados del VSRRP se confirmó mediante una RT-PCR 
que amplifica un fragmento de la ORF7 del virus. 
 
El análisis de las secuencias de la ORF5 reveló, tal como se esperaba, que la 
similitud entre aislados de ambos genotipos era bastante baja, con un porcentaje medio 
de similitud del 60,1% que se mueve en un rango bastante estrecho, entre el 57,6% y el 
62,4%. Por el contrario, cuando se compararon los aislados de un mismo genotipo entre 
sí, los porcentajes de homología fueron mayores. En concreto, en el caso de los aislados 
del genotipo II el porcentaje de similitud medio fue del 90,8%, oscilando entre el 85,4% 
encontrado para la pareja AM-7 y AM-10 y el 100% de similitud existente entre los 
aislados AM-4 y AM-5. Este valor máximo de similitud, aunque puede resultar 
sorprendente, no lo es tanto ya que, aunque ambos aislados se han obtenido de forma 
independiente en dos laboratorios distintos de EE.UU., un análisis pormenorizado de 
ambos ha indicado que se trata de virus muy similares, con una identidad muy alta en la 
secuencia de su genoma habiendo sido aislados ambos virus en la misma zona y de 
forma coincidente en el tiempo durante brotes de casos atípicos de la enfermedad (Dr. 
Fernando Osorio, comunicación personal). En nuestro caso, los aislados se obtuvieron 
de dos fuentes distintas y sólo a posteriori hemos sabido que se trataba de aislados muy 
similares. Por otra parte, la similitud de la secuencia de la ORF5 de los aislados AM-5 y 
AM-6 ha sido del 99,8%, hecho que también era esperable dado que el aislado AM-6 es 
un clon infeccioso derivado del aislado de campo AM-5. En el caso de los aislados de 




99,8% encontrado para la pareja Sp-2 y Sp-13 y para la pareja EU-7 y EU-8 y el 82% 
encontrado entre el aislado EU-14 y EU-17. Tampoco entre grupos geográficos hubo 
grandes diferencias, aunque los valores medios de similitud de secuencia fueron 
superiores para los aislados españoles y para los aislados de otros países de Europa 
Occidental (el 91,6% en ambos casos) que para los aislados de Europa del Este e Italia, 
que presentaron valores medios de similitud del 88,5% y del 87,4%, respectivamente. 
Cuando se ha intentado correlacionar la similitud entre aislados con la reactividad 
cruzada en los ensayos de SN se ha comprobado que la composición de nucleótidos de 
la ORF5 no está relacionada con la reactividad cruzada en los ensayos de SN. Un 
ejemplo bastante claro de esta falta de correlación es el caso de los aislados de origen 
italiano de nuestro estudio los cuales tienen una similitud genómica que oscila entre 
86,2% y 89,1%, es decir, tienen un parecido similar entre ellas, mientras que los títulos 
de AN obtenidos al enfrentarlas entre sí oscilan entre la ausencia de neutralización 
(títulos <1) y títulos de 1/128. 
 
Con las secuencias de los aislados utilizados para construir el dendograma 
antigénico, es decir, aquellas para las que había suero hiperinmune, hemos construido 
un árbol filogenético basado en el método del vecino más próximo. Como era de 
esperar, el árbol muestra dos grandes ramas, una que está representada por el único 
aislado de genotipo II incluido en el estudio, el AM-2 y la otra que incluye a todos los 
aislados de genotipo I frente a los que se ha desarrollado suero hiperinmune. A su vez, 
esta rama que aglutina a los aislados de tipo europeo se subdivide en dos grandes 
grupos. Uno de ellos incluye a todos los aislados italianos, dos aislados españoles y uno 
belga. Este agrupamiento no es sorprendente en términos generales ya que los aislados 
italianos forman un grupo heterogéneo pero alejado de otros aislados europeos. El 
agrupamiento de dos aislados españoles en este grupo tampoco es extraño ya que en un 
estudio anterior, esos mismos aislados producidos en MAP, antes de la adaptación a la 
línea celular MARC-145, mostraban poca relación con otros aislados españoles y se 
agrupaban con secuencias tomadas de las bases de datos de origen italiano y checo 
(Prieto et al., 2009). En el caso del aislado de origen belga, no tenemos ninguna 
información adicional al respecto, pero no se puede descartar su pertenencia a este 
grupo heterogéneo formado por aislados de distinta procedencia y poco relacionados 
entre sí. Es más, su filogenia muestra una mayor proximidad a uno de los aislados 
españoles, lo cual indica la circulación en países de Europa Occidental de este tipo de 
aislados más alejados filogenéticamente del grupo típico de aislados de estos países. 
Además de esta rama de aislados más heterogéneos, el genotipo europeo presenta otros 
tres grupos destacables. Uno de ellos está constituido por un único aislado de origen 
polaco que no parece guardar relación con otros aislados europeos, lo cual estaría de 
acuerdo con la teoría propuesta por Stadejek (2002) de que los aislados polacos difieren 
de los de otros países europeos. Una segunda rama está compuesta en exclusiva por 
aislados de distintos países de Europa Occidental mientras que la tercera estaría 
constituida por la gran mayoría de los aislados españoles junto con un aislado alemán 
que parece estar más próximo filogenéticamente a los aislados españoles que a los de 
otros países europeos. Estos resultados están, en términos generales, en consonancia con 
la propuesta de clasificación de Forsberg et al., (2002) para los aislados europeos.  
 
Cuando se ha intentado correlacionar la asociación genómica entre aislados con su 
asociación antigénica hemos comprobado que no hay ningún tipo de correspondencia 
entre ambos sistemas de clasificación. La única excepción la constituyen el grupo de 




grupos antigénicos descritos y están bastante próximos genómicamente. No obstante, 
otro grupo de aislados próximos genómicamente a los anteriores se localizan en 
distintas posiciones en el dendograma antigénico, como el aislado Sp-2 que pertenece al 
segundo grupo antigénico, el Sp-22, que pertenece al tercero, el Sp-20 que pertenece al 
quinto y el Sp-26 que no se agrupa con ningún otro aislado desde el punto de vista 
antigénico. Otras excepciones destacadas incluyen el caso del aislado polaco EU-12 que 
no se agrupa con nadie genómicamente pero que antigénicamente forma parte del grupo 
cinco junto con dos aislados de origen español; los aislados de Europa Occidental y 
República Checa que forman un grupo genómico y no se relacionan antigénicamente 
entre sí, perteneciendo el aislado checo al tercer grupo antigénico, el aislado belga EU-9 
al cuarto grupo y no relacionándose con ningún otro aislado los aislados holandeses EU-
5 y EU-6; y finalmente el caso de los aislados italianos que se agrupan en el árbol 
genómico y quedan dispersos en el dendograma antigénico. 
 
Las causas de esta falta de correlación no han podido ser esclarecidas pero es muy 
probable que se deba al hecho de que la relación antigénica se basa en la presencia y 
grado de exposición de una serie de epítopos que se encuentran localizados en distintas 
proteínas del virus, tratándose de secuencias posiblemente cortas, conservadas o no, 
pero que no reflejen la similitud genómica general del virus. Por el contrario, la relación 
filogenética no tiene en cuenta la significación biológica de algunos fragmentos de la 
secuencia considerada, su conservación o diversidad o la influencia que su composición 
pueda tener en la actividad biológica de la proteína codificada sino que determina la 
proximidad entre aislados en términos globales, considerando toda la secuencia en su 
conjunto y limitando su valor en la predicción de características biológicas del virus 
como pueda ser su composición antigénica o su virulencia. 
 
Un hallazgo significativo de nuestro estudio es que los aislados del VSRRP 
exhiben diferencias importantes en su susceptibilidad a la neutralización, existiendo 
aislados que pueden ser neutralizados, al menos en cierta medida, por la mayoría de los 
sueros empleados mientras que otros presentan una elevada resistencia a la 
neutralización, siendo neutralizados de forma muy pobre por muchos de los sueros del 
panel. Estas diferencias han permitido catalogar a los aislados en función del título 
medio al que han sido neutralizados por todos los sueros incluidos en el estudio. En esta 
clasificación es especialmente notable el caso del aislado EU-11, de origen checo, que 
presenta una susceptibilidad a neutralización muy elevada ya que el título medio al que 
ha sido neutralizado es de 5,6 log2, que corresponde a un título entre 1/32 y 1/64, así 
como el aislado español Sp-4 para el que el título medio ha sido de 4,8, que equivale a 
prácticamente 1/32. Otro grupo de trece aislados presentan una susceptibilidad 
relativamente elevada a la neutralización, situándose su título medio de neutralización 
entre 1/8 y 1/32, mientras que catorce aislados son relativamente resistentes a la 
neutralización, con títulos de entre 1/4 y 1/8. Finalmente hay un grupo de aislados que 
se consideran resistentes a la neutralización ya que se han neutralizado a un título medio 
inferior a 1/4. En este grupo se incluyen todos los aislados americanos junto con ocho 
aislados españoles, un aislado polaco y dos aislados italianos. El caso de los aislados 
americanos merece una consideración especial ya que la clasificación se ha realizado 
con un panel de sueros específicos, en su gran mayoría, para aislados europeos, lo cual 
puede haber hecho que los aislados de genotipo II, tan distantes de los de genotipo I, 
hayan sido pobremente neutralizados, con independencia de las características 
intrínsecas de cada virus en relación con su susceptibilidad a la neutralización. Por 




precaución. Por el contrario, los aislados clasificados como resistentes del genotipo I 
muestran en efecto una resistencia mayor a la neutralización que otros de su mismo 
genotipo y esta característica no guarda relación con el origen del aislado o su 
antigüedad. Así, aunque en este grupo hay dos aislados italianos y uno polaco, ambos 
considerados grupos alejados de los aislados clásicos de Europa Occidental del genotipo 
I, también se encuentran en este grupo un gran número de aislados españoles, cuya 
representación en el panel de sueros es muy elevada. Es más, la resistencia a 
neutralización no parece ser una característica adquirida en la evolución del virus, como 
se podría pensar a priori, ya que entre los aislados españoles resistentes a neutralización 
se encuentran tres aislados obtenidos en la primera mitad de la década de los noventa 
del pasado siglo junto con cinco aislados más recientes. Por tanto, no parece que esta 
resistencia sea consecuencia de la evolución para evadir la respuesta inmune del 
hospedador sino que parece guardar relación con características intrínsecas de los 
aislados considerados. Aunque no conocemos el comportamiento in vivo de estos 
aislados, su descripción es relevante porque pueden utilizarse para determinar de forma 
específica el valor en la neutralización cruzada de los AN desarrollados tras una 
infección natural o una vacunación, utilizando un panel exclusivo de virus resistentes a 
la neutralización en la asunción de que, si la respuesta de AN desarrollada por los 
individuos es suficiente para neutralizar aislados resistentes a neutralización, la 
capacidad de neutralización cruzada de ese suero, es decir, su potencia y su amplitud 
serán significativos. Esta misma aproximación se utiliza para evaluar la respuesta de 
AN desarrollada por individuos infectados por el VIH. De esta forma, aunque al 
principio se utilizaban paneles amplios de virus para determinar el valor de los sueros en 
términos de neutralización, con el tiempo se han ido recortando los paneles eliminando 
específicamente aquellos aislados muy sensibles a neutralización (Simek et al., 2009). 
Este tipo de paneles constituyen una herramienta muy valiosa para la evaluación de 
nuevos candidatos vacunales y se ha propuesto la utilización de diversos paneles que, en 
primera instancia determinen el valor de los productos vacunales en la neutralización de 
virus homólogos y susceptibles a neutralización para pasar después a paneles más 
restrictivos, constituidos por virus más resistentes a neutralización que permitan 
determinar la potencia y la amplitud real de los AN generados (Seaman et al., 2010). Si 
en el caso del VSRRP se demuestra de forma definitiva que existe una correlación entre 
el desarrollo de una respuesta amplia y potente de AN y la protección frente a distintos 
desafíos heterólogos, hecho del que existen indicadores en la actualidad, la utilización 
progresiva de paneles de virus con distinta susceptibilidad a neutralización podría 
utilizarse como un sistema para predecir de forma precisa la eficacia teórica que cabría 
esperar que tuvieran vacunas de nueva generación. 
 
Las causas últimas de la falta de reactividad cruzada observada entre aislados, y 
por tanto de la inexistencia de grupos antigénicos, así como las diferencias en la 
susceptibilidad de los aislados a la neutralización no han podido ser determinadas en 
nuestro estudio. No obstante, es probable que se deban a diferencias en el número, la 
distribución, el grado de conservación y la accesibilidad de los epítopos neutralizantes 
existentes en los distintos aislados del VSRRP. En este sentido, se ha descrito la 
existencia de epítopos capaces de inducir AN en distintas proteínas del virus, 
incluyendo la GP3, la GP4, la GP5 y la proteína M (Pirzadeh y Dea, 1997; Meulenberg 
et al., 1997; Kwang et al., 1999; Yang et al., 2000; Ostrowski et al., 2002; Wissink et 
al., 2003; Weiland et al., 2004; Cancel-Tirado et al., 2004; Delputte et al., 2004; 
Plagemann, 2004a,b; Kim y Yoon, 2008). El papel de estos epítopos en el desarrollo de 




de cada uno de ellos es distinto. Por un lado, algunos de estos epítopos no están 
conservados por lo que su papel en la reactividad cruzada será menor, dependiendo ésta 
del aislado que consideremos. En este sentido, el epítopo neutralizante descrito en la 
región amino-terminal de la GP4 parece ser exclusivo de aislados europeos del virus 
(Meulenberg et al., 1997), de forma que esta proteína no jugaría un papel significativo 
en el desarrollo de AN frente a aislados del genotipo II (Kim y Yoon, 2008). Además, 
se ha demostrado recientemente que la presencia de AN específicos para este epítopo 
induce cambios en el mismo y puede dar lugar a la selección de mutantes resistentes a 
neutralización in vitro (Costers et al., 2010), lo cual ha llevado a concluir a los autores 
del estudio que es posible que el epítopo neutralizante de la GP4 actúe como un epítopo 
de distracción, haciendo que se genere una respuesta frente a este epítopo no esencial 
para el virus, evitando así la respuesta frente a otros epítopos esenciales, permitiendo de 
este modo la generación de mutantes resistentes a neutralización. La respuesta a este 
epítopo sería por tanto específica de aislado y no induciría neutralización cruzada. 
Además, los AN desarrollados frente a la GP4 parecen ser menos eficientes en 
neutralización del virus que los AN específicos frente a los proteínas como la GP5 
(Weiland et al., 1999) por lo que, si son mayoritarios en un suero, éste tendrá una 
potencia menor que la de otros sueros con mayor presencia de AN frente a la GP5.  
 
En el caso de la proteína M, la información disponible parece indicar que podría 
existir un epítopo conformacional en el pequeño ectodominio del extremo amino 
terminal (Yang et al., 2000), aunque en esta zona se produce la interacción con la 
proteína GP5 y no está claro si el epítopo discontinuo afecta a ambas proteínas o sólo a 
la M. No obstante, la implicación de esta proteína en el desarrollo de AN parece ser 
también dependiente del aislado considerado, por lo que variaciones en este epítopo 
podrían también dar lugar a diferencias marcadas en el patrón de SN (Yang et al., 2000; 
Kim y Yoon, 2008). 
 
En lo que se refiere al epítopo neutralizante de la proteína GP3, es posiblemente el 
peor caracterizado de todos los epítopos conocidos. La posible participación de la GP3 
en la inducción de AN fue sugerida por primera vez en un estudio de protección 
realizado inmunizando a cerdas gestantes con distintas proteínas del VSRRP expresadas 
en un sistema de baculovirus en el que se observó cierto grado de protección en los 
animales inmunizados con la GP3 (Plana-Durán et al., 1997). Posteriormente, se ha 
confirmado el papel de esta proteína en el desarrollo de AN por la obtención de 
anticuerpos monoclonales con actividad neutralizante específicos de la GP3 (Cancel-
Tirado et al., 2004), aunque hasta la fecha no se ha podido verificar la localización de 
dicho epítopo. Lo que sí se sabe es que su papel en el desarrollo de AN parece ser 
destacado, ya que su sustitución juega un papel muy importante en la resistencia o 
susceptibilidad de los aislados a la neutralización por sueros específicos (Kim y Yoon, 
2008) y se ha demostrado que anticuerpos monoclonales con actividad neutralizante son 
capaces de producir una inhibición más potente de la replicación del VSRRP en MAP 
que los que presentan actividad frente a la GP5 (Yang et al., 2000). Sin embargo, no se 
conoce la naturaleza de este epítopo, su grado de conservación entre aislados ni si 
existen factores que puedan dificultar el desarrollo de una respuesta potente frente al 
mismo, como pudiera ser la existencia de azúcares en las proximidades del mismo o 
cambios conformacionales que pudieran hacerlo inaccesible al sistema inmune. 
 
Finalmente, el epítopo neutralizante mejor caracterizado, más estudiado y 




GP5. Este epítopo se ha caracterizado tanto en aislados americanos del virus (Ostrowski 
et al., 2002; Plagemann, 2004a) como en aislados europeos (Wissink et al., 2003; 
Plagemann, 2004b) y se encuentra localizado en una región conservada de la ORF5. Su 
secuencia, en el caso de los virus americanos, es 37SHLQLIYNL, siendo fundamentales 
las posiciones 38H y también 42IYN para su reconocimiento por parte de los AN 
(Ostrowski et al., 2002; Plagemann, 2004a). En el caso de los virus europeos la 
secuencia del epítopo es 39STYQYIYNL (Plagemann, 2004b), aunque no se ha hecho 
una caracterización posterior del mismo. Sin embargo, a pesar de tratarse de un epítopo 
bastante conservado, se ha observado que no todos los AN que reaccionan con la GP5 
reconocen este epítopo (Weiland et al., 1999; Wissink et al., 2003). Es más, se ha 
postulado que se trata de un epítopo antigénico pero no inmunogénico, es decir, que 
sería un pobre inductor de respuesta, aunque sea un antígeno clave (López y Osorio, 
2004). Este hecho se podría explicar por un fenómeno de distracción del sistema 
inmune o por un fenómeno de enmascaramiento del epítopo, fenómenos ambos que 
evitarían el desarrollo de una respuesta inmune significativa frente al mismo.  
 
El fenómeno de distracción lo ejercen epítopos dominantes y normalmente 
variables que se sitúan en la proximidad de los epítopos neutralizantes, evitando el 
desarrollo de anticuerpos frente a epítopos más críticos en términos de protección. Su 
existencia y su papel en la evasión de la respuesta inmune se han confirmado en otros 
virus como el VIH (Garrity et al., 1997; Cleveland et al., 2000). En el caso del VSRRP, 
se ha demostrado para aislados americanos del virus la existencia de un epítopo de este 
tipo situado también en el ectodominio de la GP5, concretamente en las posiciones 27 a 
30, que induciría una fuerte respuesta serológica (Ostrowski et al., 2002). Su papel 
como epítopo de distracción se ha verificado por la confirmación de que una proteína 
GP5 mutante en la que se ha insertado un epítopo T que permite la exposición del 
epítopo neutralizante induce una respuesta de AN muy superior cuando se expresa en un 
sistema heterólogo (Fang et al., 2006). Sin embargo, la existencia de dicho epítopo no 
se ha descrito en los aislados de genotipo europeo, por lo que se desconoce si este 
fenómeno puede tener relevancia en la falta de respuesta al epítopo neutralizante de la 
GP5 de los aislados europeos.  
 
En cuanto al enmascaramiento del epítopo, se puede relacionar con la secuencia 
de aminoácidos próximos al epítopo neutralizante que podrían influir en el plegamiento 
de la proteína exhibiendo o escondiendo dicho epítopo. De esta forma, se ha propuesto 
recientemente que cambios aminoacídicos, tanto en la zona que precede como en la 
zona inmediatamente posterior al epítopo neutralizante, podrían dar lugar a cambios 
conformacionales de la proteína que podrían determinar la inmunogenicidad del epítopo 
(Faaberg et al, 2006).  
 
Otro factor que se ha postulado que podría tener una cierta influencia en el 
desarrollo de AN es la existencia de sitios potenciales de N-glicosilación ya que las 
cadenas de azúcares unidos a las proteínas juegan un papel importante en el 
plegamiento correcto de las proteínas y la actividad biológica de las mismas (Helenius, 
1994; Helenius y Aebi, 2001, 2004). En los virus con envoltura, la glicosilación de las 
proteínas de la misma puede ser fundamental en la unión al receptor, la fusión con la 
membrana celular, la penetración en la célula y la egresión de la progenie vírica (Dooms 
et al., 1993; Braakman y van Anken, 2000). La glicosilación de las proteínas de la 
envoltura puede convertirse en un mecanismo de evasión de la respuesta inmune ya que 




el VIH (Wei et al., 2003), el virus de la hepatitis B (Lee et al., 2003), el virus de la gripe 
(Skehel et al., 1984) o el virus VLD (Chen et al., 2000), otro miembro de la familia 
Arteriviridae estrechamente relacionado con el VSRRP. En el caso del VSRRP, 
originariamente se describieron tres sitios potenciales de N-glicosilación en el 
ectodominio de la GP5 (Meulenberg et al., 1995), aunque análisis posteriores han 
determinado que el número de sitios potenciales de N-glicosilación es variable. Esta 
variabilidad en el número de sitios de N-glicosilación, junto con alteraciones en la 
secuencia del ectodominio que la GP5, parece alterar la inmunogenicidad del epítopo 
neutralizante y la especificidad de los AN desarrollados frente al mismo (Faaberg et al., 
2006). Es más, cambios antigénicos debidos a cambios en los patrones de glicosilación 
han sido descritos durante infecciones in vivo (Rowland et al., 1999). No obstante, la 
prueba definitiva del papel de estos azúcares en la acción de los AN frente al virus se ha 
obtenido con la creación de mutantes en los que se han alterado los sitios de N-
glicosilación para que carezcan de uno o dos de estos sitios. Los estudios 
experimentales llevados a cabo con estos mutantes demuestran que, aunque los animales 
inoculados desarrollan AN frente al epítopo, éstos son ineficaces en la neutralización 
del virus ya que no tienen acceso al mismo debido a la protección que ejercen los 
azúcares que lo rodean (Ansari et al., 2006).  
 
Por tanto, en vista de la información disponible se puede concluir que la extensión 
de la capacidad de neutralización cruzada entre aislados del virus dependerá de la 
composición antigénica de cada uno de los aislados ya que, aunque algunos epítopos 
parecen ser comunes a todos los virus, otros son variables y su secuencia puede modular 
de forma importante la reactividad cruzada que se produzca entre aislados. Además, en 
el caso de aquellos epítopos comunes a todos los aislados, el grado de conservación de 
los mismos, así como factores externos al epítopo, incluyendo la composición 
aminoacídica de las regiones próximas al mismo, que puede modificar el plegamiento 
de la proteína y por tanto el grado de exposición al epítopo, y la existencia de cadenas 
de azúcares en las proximidades del epítopo, que ejercerían una función similar de 
enmascaramiento del epítopo, marcarán el tipo de respuesta que desarrollen los 
animales a estos epítopos más conservados ya que su inmunogenicidad y su 
especificidad dependerán no sólo de su secuencia sino de las secuencias que lo rodean, 
que serán determinantes en el plegamiento de la proteína y en su grado de glicosilación. 
En resumen, el patrón de neutralización que exhiba un aislado dependerá en última 
instancia de las características de todos los epítopos capaces de inducir una respuesta de 
AN neutralizantes, tanto conservados como variables, que compongan el virus, los 
cuales ejercerán una función aditiva en las características de neutralización que presente 
cada aislado. Este efecto sumatorio se ha demostrado mediante la construcción de virus 
quiméricos en los que se han ido sustituyendo una por una y de manera aditiva las 
distintas proteínas implicadas en la inducción de AN por las respectivas proteínas de 
otros aislados. La determinación de los cambios en la susceptibilidad o resistencia a 
neutralización de los nuevos virus quiméricos cuando se enfrentan a sueros 
monoespecíficos de las cepas parentales demuestra que sólo se recupera el patrón de 
neutralización de la cepa parental cuando se cambian todas las proteínas con 
implicación en la inducción de AN (Kim y Yoon, 2008). 
 
En nuestro estudio no hemos determinado la especificidad de la reactividad de los 
AN presentes en cada uno de los sueros hiperinmunes por lo que no sabemos frente a 
qué epítopos del virus reaccionan. Esto hace que no sea posible conocer el papel 




conservados, en el patrón de neutralización observado. No obstante, dado que en 
nuestro diseño experimental hemos incluido la secuenciación de la ORF5 del virus para 
estudiar la existencia de una posible correlación entre la similitud genómica y la 
similitud antigénica o entre la relación antigénica y la relación filogenética de los 
aislados del VSRRP, disponemos de la secuencia del epítopo neutralizante situado en el 
ectodominio de la GP5. Un análisis de la secuencia de dicho epítopo nos indica que, en 
el caso de los aislados americanos del virus, éste está completamente conservado, con la 
salvedad del caso del aislado AM-9 en el cual la histidina de la posición 38 (38H), 
teóricamente fundamental para el reconocimiento del epítopo (Ostrowski et al., 2002) 
está modificada y se ha sustituido por una lisina (38K). Para verificar que no se trata de 
un error de secuenciación hemos comprobado en las bases de datos la secuencia de la 
GP5 de este aislado y está correcta. No sabemos cuáles pueden haber sido las 
consecuencias biológicas de este cambio, pero sí hemos podido observar que el patrón 
de neutralización de este aislado por los sueros hiperinmunes de nuestro panel no ha 
diferido del obtenido para el resto de aislados de genotipo II. Este hecho nos indica que 
o bien el cambio no ha sido fundamental en el reconocimiento del epítopo o bien la 
respuesta específica para este epítopo de la GP5 no tiene un impacto global significativo 
en la susceptibilidad a neutralización del aislado. 
 
En el caso de los aislados de genotipo europeo sí hemos podido observar cierto 
grado de polimorfismo en el epítopo, aunque hay que destacar que los cambios han 
afectado generalmente a aminoácidos que, si extrapolamos la información descrita para 
el epítopo del genotipo II, no son fundamentales para su reconocimiento. Así, en los 
aislados españoles ha sido frecuente encontrar un cambio en el primer aminoácido del 
epítopo que ha pasado de ser una serina en la posición 39 (39S) a ser una leucina (39L) 
en el caso de los aislados Sp-15, Sp-20 y Sp-38 y una prolina (39P) en los aislados Sp-3, 
Sp-28 y Sp-31. Además, el aislado belga EU-9 ha cambiado la tirosina de la posición 41 
(41Y) por una serina (41S). Un cambio en esta posición, aunque en este caso por una 
histidina (41H), se ha observado también en el aislado polaco EU-12 y en el aislado 
italiano EU-16, el cual ha cambiado un segundo aminoácido del epítopo, concretamente, 
la Tirosina de la posición 43 (43Y) por una fenilalanina. Además, otro de los aislados 
italianos, EU-17, ha cambiado la glutamina de la posición 42 (42Q) por una leucina 
(42L). No obstante, ninguno de estos cambios afecta a los aminoácidos fundamentales 
para el reconocimiento del epítopo que, en el caso de los aislados europeos, sería la 
treonina de la posición 40 (40T) y la secuencia 44IYN. La treonina de la posición 40 
representa un cambio respecto de la histidina necesaria en la posición 38 de los aislados 
americanos del virus, pero supone una similitud con el epítopo equivalente situado en el 
ectodominio de la GP5 del VLD, para el que también se ha descrito como fundamental 
la presencia de una treonina en la posición 39 de un epítopo que se ha localizado entre 
las posiciones 37 y 60 (Li et al., 1998). Por el contrario, la secuencia isoleucina-
tirosina-asparginina en las posiciones 44 a 46 está conservada respecto a los aislados 
americanos, aunque en este último caso ocupen las posiciones 42 a 44 (Ostrowski et al., 
2002). Un cambio en este núcleo de reconocimiento teóricamente necesario para el 
reconocimiento del epítopo se ha encontrado en el aislado alemán EU-2 que presenta un 
ácido aspártico en lugar de una asparginina en la posición 46, representando el único 
cambio en los aminoácidos esenciales para el reconocimiento del epítopo encontrado 
entre los aislados europeos analizados. No sabemos cómo este cambio puede haber 
afectado a la reactividad del aislado pero es destacable que se trata de un aislado frente 
al cual la mayoría de los sueros hiperinmunes han presentado una actividad notable, 




refiere a la composición del epítopo neutralizante de la GP5 hay que destacar que los 
cambios en la posición 37 se han circunscrito a aislados de origen español, mientras que 
los cambios en el centro del epítopo sólo se han presentado en aislados de otros países 
europeos, destacando especialmente el caso de los aislados italianos en los cuales hemos 
observado cambios en 2 de los 4 aislados secuenciados. Las modificaciones observadas 
en este epítopo nos resultaron llamativas en primera instancia ya que se considera que 
este epítopo está totalmente conservado y un estudio previo realizado por nosotros 
mismos utilizando un grupo de aislados españoles cultivados en MAP confirmaron esta 
teoría (Prieto et al., 2009). No obstante, los resultados obtenidos en este estudio nos 
llevaron a realizar una búsqueda en las secuencias disponibles en las bases de datos, 
habiendo encontrado cambios en aproximadamente un 20% de las secuencias, siendo 
especialmente destacado el nivel de cambios observado entre los aislados de origen 
italiano (Pesente et al., 2006). No obstante, no hay información disponible acerca del 
sentido biológico que pueden tener estos cambios. 
 
En cuanto a los sitios potenciales de N-glicosilación, su estudio tampoco nos ha 
permitido observar un efecto claro en el patrón de neutralización. En el caso de los 
aislados americanos, todos menos uno, AM-8, presentan tres sitios posibles de N-
glicosilación. Sin embargo, la presencia de un sitio menos en este aislado no parece 
haber ejercido una influencia muy marcada en su patrón de neutralización, que fue 
bastante similar al del resto de aislados de su mismo genotipo. En el caso de los aislados 
del genotipo I, la mayoría presentaron únicamente dos sitios potenciales de 
glicosilación, observándose la presencia de un tercer sitio en los aislados Sp-2, Sp-3, 
Sp-6, Sp-13, Sp-24, Sp-32, EU-2 y EU-14. Este hallazgo también nos ha sorprendido ya 
que en el mismo estudio citado anteriormente utilizando aislados de origen español 
producidos en MAP dedujimos que había una tendencia a que se aumentara el número 
de sitios posibles de glicosilación con la evolución del virus, habiendo observado que 
todos los aislados recientes presentaban tres sitios de N-glicosilación (Prieto et al., 
2009). El presente estudio nos indica lo contrario, aunque es probable que esta pérdida 
de sitios potenciales de N-glicosilación se deba a cambios relacionados con la 
adaptación al crecimiento en la línea celular MARC-145. Así, en la versión en MAP de 
los aislados españoles de los primeros años, todos presentan 3 sitios potenciales de N-
glicosilación con la salvedad del Sp-4 que presenta 2 y Sp-3 que presenta 4. Por el 
contrario, en MARC-145, sólo los aislados Sp-2 y Sp-6 mantienen sus sitios de N-
glicosilación, habiendo perdido uno el resto de los aislados. Esto mismo sucede con los 
aislados recientes. Más destacable es el hallazgo de que el aislado alemán EU-2 carece 
del sitio potencial de glicosilación situado en la posición 46, que equivale a la posición 
44 en el genotipo americano. La existencia de este tipo de aislados se ha comunicado 
recientemente en el genotipo europeo (Mateu et al., 2006; Stadejek et al., 2006) e 
incluso se ha propuesto que hay una tendencia a que los aislados modernos pierdan ese 
sitio de N-glicosilación. No obstante, es la primera vez que en nuestro laboratorio 
encontramos un aislado de este tipo por lo que pensamos que su frecuencia no es tan 
elevada como se ha propuesto. Es más, en el caso del genotipo americano, estudios de 
mutagénesis, eliminando los sitios potenciales de N-glicosilación de la GP5, han 
concluido que la glicosilación en la posición 44 es esencial para el virus y que no es 
posible obtener virus viable si se elimina este sitio de N-glicosilación (Ansari et al., 
2006). 
 
Aunque no sabemos la causa de los cambios observados en el patrón de 




patrón de neutralización de los distintos aislados ya que la susceptibilidad a 
neutralización de los mismos es independiente del número de sitios potenciales de N-
glicosilación que tienen. Así, entre los aislados que presentan un mayor número de 
sitios de N-glicosilación encontramos aislados relativamente resistentes a 
neutralización, con títulos medios de neutralización menores de 1/4, como es el caso de 
los aislados Sp-3, Sp-6 y EU-14, pero también encontramos otros bastante sensibles, 
con títulos medios de neutralización de al menos 1/8, como son los aislados Sp-2, Sp-32 
o Sp-24. Finalmente, el único aislado de genotipo II con sólo dos sitios potenciales de 
N-glicosilación presenta una elevada resistencia a neutralización. La única excepción a 
esta falta de correspondencia entre los sitios de N-glicosilación y la susceptibilidad 
neutralización es el caso del aislado EU-2, el cual pierde un sitio de N-glicosilación 
distinto, el situado en la posición 46, más cerca del centro del epítopo neutralizante. En 
este caso sí podemos decir que el aislado presenta una sensibilidad a neutralización 
elevada, aunque no podemos afirmar que se deba a la falta de una cadena de azúcares en 
el ectodominio de la GP5. Por tanto, en resumen y de forma general, se puede decir que 
en nuestro estudio no se ha podido determinar una correlación directa entre el número 
de sitios potenciales de N-glicosilación y la facilidad o dificultad para neutralizar una 
cepa o para el desarrollo de AN durante el proceso de inmunización de los animales. No 
obstante, estos resultados deben tomarse con cautela dado que sólo hemos analizado la 
existencia de posibles sitios de N-glicosilación, pero no hemos comprobado que estos 
sitios se glicosilen realmente in vivo, por lo que las predicciones realizadas pueden no 
ajustarse a la realidad. 
 
Además, el grado de neutralización puede guardar relación con la secuencia de 
otras zonas de la proteína, incluso alejadas del epítopo neutralizante, como se ha 
demostrado en el caso del VIH en el cual la secuencia de regiones alejadas en la 
proteína pueden determinar la potencia de la neutralización obtenida (Binley et al., 
2004). En nuestro estudio, la observación de las secuencias que rodean al epítopo 
neutralizante nos permite verificar la presencia de ciertos cambios, sobre todo en la zona 
que precede al epítopo, aunque también en otras zonas de la proteína que cuenta con dos 
regiones altamente variables como se ha determinado con anterioridad (Prieto et al., 
2009). Sin embargo, sería necesario un análisis de predicción mucho más profundo para 
determinar si estos cambios ejercen algún tipo de influencia en la conformación o 
accesibilidad a dicho epítopo.  
 
Finalmente, no debemos obviar la influencia que la respuesta individual puede 
ejercer en los resultados obtenidos. Debemos tener presente que los datos presentados 
en este trabajo proceden del análisis de un suero desarrollado en un solo individuo. 
Como es conocido, no todos los individuos van a reconocer exactamente los mismos 
epítopos ni van a reaccionar de la misma forma ante un estímulo antigénico complejo, 
como es la exposición a un virus completo. Estas diferencias en la respuesta de una 
población tras la exposición a un estímulo antigénico se han observado previamente en 
el ganado porcino (Stevenson, 1998) y se podrían explicar, al menos en parte por 
diferencias genéticas en la población porcina que condicionan la respuesta inmune 
individual (Visscher et al, 2000). Este mismo mecanismo lo han propuesto Faaberg et 
al. (2006) para explicar las diferencias en especificidad de AN desarrollados frente a la 
GP5 por grupos de cerdos inoculados con distintos aislados del VSRRP. Aunque no 
conocemos cómo el factor individual puede haber influido en los resultados finales que 
hemos obtenido, el tipo de respuesta inmune desarrollada por cada animal podría haber 




Para concluir podemos decir que los resultados de nuestro trabajo indican una 
gran variabilidad antigénica entre aislados del VSRRP y que la relación antigénica entre 
dos virus no puede ser predicha mediante un análisis genómico, aunque sea detallado, 
de la ORF5 o de la proteína que codifica. Cabe esperar por tanto que existan otros 
factores que influyan en el grado de neutralización cruzada entre aislados. 
Específicamente la respuesta a otros epítopos neutralizantes existentes en otras proteínas 
del VSRRP puede tener una gran influencia en las diferencias antigénicas encontradas. 
Asimismo, hay que destacar que los resultados de nuestro estudio parecen indicar la 
ausencia de grupos antigénicos al menos en el genotipo I del VSRRP. Esta diversidad 
antigénica puede explicar, al menos en parte, la falta de protección cruzada entre 
aislados que es tan característica de este virus (Mengeling et al., 2003a; Lager et al., 
1999) y que conduce a una falta de protección adecuada de los animales vacunados, 
siendo muy frecuente que la inmunidad desarrollada no sea suficiente para proteger 
completamente frente a un desafío heterólogo (Labarque et al., 2004; Scortti et al., 
2006b; Prieto et al., 2008). De hecho, la enorme heterogeneidad del VSRRP debe ser 
tenida muy en cuenta para el desarrollo de futuras vacunas y podría suponer un 
obstáculo insalvable para el objetivo fundamental de conseguir mejorar la eficacia de las 
actuales, como ya preconizó Meng en el año 2000 (Meng, 2000). Mucho más 
recientemente, a finales de 2008, en una reunión organizada en la Universidad de 
Illinois por expertos en el tema para identificar los aspectos clave para el desarrollo de 
nuevas vacunas, se concluyó que para poder mejorar las vacunas que existen 
actualmente en el mercado uno de los requisitos imprescindibles es conseguir que 
confieran protección universal, cosa que hasta el momento no se ha podido demostrar ni 
con el uso de vacunas comerciales ni con vacunas experimentales de nueva generación. 
La aproximación al problema tratando de identificar epítopos comunes a todos los 
aislados que induzcan AN capaces de bloquear eficazmente la replicación de cualquier 
aislado del virus para posteriormente intentar presentarlos de forma que induzcan una 
respuesta potente en los animales inmunizados puede ser la clave para el éxito en el 






CARACTERIZACIÓN PATOGÉNICA DE AISLADOS DEL VSRRP 
 
Igual que la variabilidad genómica del VSRRP puede traducirse en una gran 
diversidad antigénica, es posible que dé lugar también a diferencias significativas en la 
capacidad patógena de los distintos aislados. Estas diferencias en la patogenicidad entre 
aislados han sido descritas en otros miembros de la familia Arteriviridae. Así, se sabe 
que los aislados del VAE difieren en su patogenicidad para los caballos (Timoney y 
McCollum, 1993) y que cambios limitados en el genoma del VLD modifican la 
virulencia de los aislados y dan lugar a la aparición de síntomas nerviosos, haciendo a 
los aislados neurovirulentos (Chen et al., 1997).  En el caso del VSRRP las diferencias 
en virulencia entre aislados están más que contrastadas para el genotipo II, habiéndose 
descrito diferencias tanto en la gravedad de la sintomatología respiratoria y de las 
lesiones producidas en lechones por distintos aislados (Halbur et al., 1995, 1996b) como 
en la gravedad del fallo reproductivo en cerdas gestantes (Mengeling et al., 1996). Es 
más, desde 1996 se conoce la existencia de cepas altamente patógenas en el genotipo II 
(Halbur et al., 1997; Mengeling et al., 1997), habiéndose postulado recientemente que 
la evolución del virus da lugar a la aparición de nuevos tipos de aislados en este 
genotipo con elevada virulencia cada 4-6 años. En este sentido, los primeros aislados 
altamente virulentos se describieron en EE.UU. en 1996, habiéndose producido una 
segunda oleada en 2000-2001, también en EE.UU. y una última en 2007, que ocurrió de 
forma concurrente pero independientemente en EE.UU. y China (Murtaugh, 2009). Sin 
embargo, al contrario de lo que sucede en el caso del genotipo II, en el genotipo I no 
hay información disponible acerca de las posibles variaciones en virulencia que puedan 
existir entre aislados, aunque a veces se han descrito diferencias marcadas en el curso de 
la enfermedad en las granjas infectadas. 
 
Para subsanar esta laguna en el conocimiento del comportamiento de los aislados 
europeos del VSRRP, la finalidad última de este objetivo ha sido caracterizar la 
patogenicidad que distintos aislados del VSRRP de origen europeo provocan en 
animales jóvenes y establecer si las diferencias se pueden asociar a otros factores, como 
son el origen geográfico de los aislados o su momento de aislamiento. Además, de 
forma adicional se ha intentado determinar si la virulencia y la dinámica de la infección 
en el modelo respiratorio es comparable entre aislados de genotipo I y de genotipo II. 
Este segundo objetivo se ha acometido por una razón fundamental: toda la información 
disponible acerca de la patogenicidad de distintos aislados del VSRRP en el modelo 
respiratorio deriva de estudios realizados con aislados americanos del virus. Por tanto, 
la comparación de nuestros resultados con aquellos previamente publicados podría verse 
afectada no sólo por diferencias intrínsecas en virulencia entre aislados europeos y 
americanos del virus sino también por diferencias relacionados con el diseño 
experimental seguido en cada caso. Por tanto, decidimos incluir un grupo limitado de 
aislados de genotipo II en nuestro estudio para dilucidar si, en nuestras condiciones 
experimentales, el comportamiento de aislados de ambos genotipos difería de forma 
sustancial.  
 
Para la consecución de nuestro objetivo se seleccionaron un total de 32 aislados 
distintos. Entre ellos incluimos una serie de virus cuyas características patogénicas 
hubieran sido previamente establecidas y estuvieran catalogados como de alta o baja 
virulencia. Estos virus actuaron como cepas de referencia frente a las que comparar los 
resultados que se obtuvieran con los aislados de campo, de virulencia desconocida. 




con ningún aislado de virus, sino con un sobrenadante de cultivo sin infectar. Estos 
animales se mantuvieron en las mismas condiciones de alojamiento y se sometieron al 
mismo sistema de muestreo que el resto y sus datos sirvieron para establecer la base de 
normalidad en nuestras condiciones experimentales.  
 
En lo que se refiere a los controles, no fue posible utilizar una cepa de genotipo I 
como control de alta virulencia, como consecuencia de la falta de información previa 
disponible sobre la virulencia real de este tipo de aislados. Teniendo en cuenta que la 
inclusión de un Control Positivo se hacía imprescindible, no tuvimos más remedio que 
utilizar una cepa de genotipo II, a pesar de que éramos conscientes de que determinadas 
diferencias entre nuestros aislados y la cepa utilizada como Control Positivo podían no 
depender en exclusiva de la virulencia de los mismos y obedecer, al menos en parte, a 
diferencias entre genotipos. La cepa seleccionada es una cepa de genotipo II 
denominada JA-142, que fue amablemente cedida por el Dr. Michael Roof (Boehringer 
Ingelheim Vetmedica Incorporation, EE.UU.). Esta cepa, denominada en nuestro 
estudio AM-4, es uno de los virus aislados en los primeros casos atípicos de la 
enfermedad que se describieron en EE.UU. en el año 1996. En origen, esta cepa procede 
del laboratorio del Dr. William Mengeling en el “National Animal Disease Center” sito 
en Ames, Iowa y que pertenece al “United State Department of Agriculture” y su 
virulencia elevada fue descrita por primera vez en condiciones experimentales en el 
modelo reproductivo, dando lugar a una infección caracterizada por la inducción de 
signos clínicos evidentes en las cerdas y una incidencia alta de infecciones 
transplacentarias, incluso cuando las cerdas eran expuestas al virus en la primera mitad 
de la gestación (Mengeling et al., 1998). Posteriormente, esta cepa ha sido utilizada en 
otros estudios experimentales que han valorado tanto diferencias en patogenicidad entre 
aislados del genotipo II en el modelo respiratorio (Johnson et al., 2004) como 
diferencias en la respuesta inmune (Kim et al., 2007).  
 
Por otra parte, como cepas de baja patogenicidad se seleccionaron cuatro cepas 
vacunales, dos de genotipo I — las incluidas en las vacunas vivas modificadas 
comercializadas por los Laboratorios Hipra S.A. e Intervet S.A. — y dos de genotipo II, 
la incluida en la vacuna viva modificada que el laboratorio Boehringer Ingelheim 
comercializa en Europa y la cepa que contenía la vacuna ya retirada del mercado Prime 
Pac, de los laboratorios Schering Plough. Se considera que las cepas vacunales, en 
términos generales, tienen una virulencia muy baja ya que han sufrido modificaciones 
en su proceso de obtención que han conducido a su atenuación y limitan su efecto en el 
hospedador natural. Este hecho permite su utilización como testigos poco virulentos con 
los que comparar los aislados de campo. Esta misma aproximación se ha seguido 
cuando se ha catalogado la virulencia de aislados de otros virus, como es el caso del 
virus de la peste porcina clásica (PPC), otro virus ARN que afecta al ganado porcino 
(Belák et al., 2008), y se ha utilizado con anterioridad en el caso del VSRRP para 
establecer comparaciones entre la virulencia de distintos aislados de genotipo II 
(Johnson et al., 2004). La inclusión de cuatro cepas de baja patogenicidad tuvo un doble 
objetivo. Por un lado, dado que en el diseño final del estudio se incluían junto con un 
grupo numeroso de aislados de genotipo I algunos aislados de genotipo II, se decidió, ya 
que en este caso era posible, contar con un control de baja virulencia para cada uno de 
los subtipos. Además, la introducción en el diseño experimental de cuatro cepas 
vacunales nos permitiría realizar una comparación entre ellas para determinar su grado 





Finalmente, en el estudio se caracterizaron un total de 27 aislados de campo, 24 de 
genotipo I y 3 de genotipo II, procedentes de distintos orígenes. La distribución de 
aislados de genotipo I se realizó de forma que pudiéramos obtener información acerca 
de si el origen geográfico de los aislados o su momento de aislamiento condicionaba su 
virulencia. Para estudiar el posible efecto del momento de aislamiento se seleccionaron 
12 aislados del mismo origen, en este caso españoles, distribuidos en dos grandes 
grupos en función de su momento de aislamiento quedando compuesto este grupo por 5 
aislados de los primeros años y 7 más recientes. Para determinar la influencia del origen 
geográfico en la virulencia se seleccionaron grupos de aislados europeos de distinta 
procedencia tan homogéneos en número de representantes como fue posible en función 
de la disponibilidad de aislados de cada grupo geográfico en nuestro cepario, intentando 
siempre que cada uno estuviera representado por un mínimo de tres aislados. La única 
excepción a esta regla la constituye el caso de los aislados de origen danés para los 
cuales sólo estaba disponible un aislado de genotipo I. La representación del resto de 
grupos geográficos incluyó 4 aislados de países de Europa Occidental, representando el 
grupo de aislados clásicos europeos similares a la cepa de referencia “Lelystad”, 3 
aislados de origen polaco y 4 aislados italianos. Finalmente, el genotipo II estuvo 
representado por 3 aislados, 2 de ellos procedentes de EE.UU. y 1 de origen danés. 
 
Como se puede observar se trata de un estudio muy ambicioso ya que pretende 
realizar la caracterización patogénica de un gran número de aislados del VSRRP. 
Estudios tan amplios como éste no se han realizado hasta la fecha, siendo el estudio que 
ha caracterizado más aislados del VSRRP el llevado a cabo por Halbur et al. (1996b), 
quienes compararon la patogenicidad de 9 aislados de genotipo II en lechones obtenidos 
por cesárea y privados de calostro. La inclusión de un número elevado de aislados en 
nuestro estudio se debe a dos razones: la falta de información acerca de la frecuencia de 
aparición de aislados de alta virulencia en el genotipo I y el deseo de determinar la 
influencia de otras características del virus, como su origen, en la virulencia.  
 
En cuanto a la falta de información disponible acerca de las diferencias en 
virulencia que puedan existir entre aislados del genotipo I, la única comunicación en 
este sentido procede de Italia, país donde entre 2002 y 2003 se produjeron brotes graves 
de la enfermedad que cursaron con un elevado número de abortos y la muerte de 
reproductoras sin síntomas respiratorios (Martelli et al., 2003). Aparte de esta 
comunicación, en Europa no existen más referencias que las que aportan los veterinarios 
acerca del comportamiento del virus en condiciones de campo. De ellas se podría 
deducir que, aunque se han comunicado diferencias significativas en el curso de la 
enfermedad en distintas explotaciones, no parece que la situación europea sea 
comparable a la comunicada en EE.UU. donde se producen oleadas de brotes que 
cursan con un fallo reproductivo masivo y una mortalidad que puede llegar a afectar al 
50% de los animales en crecimiento (Halbur et al., 1997; Mengeling et al., 1997; 
Zimmermann et al., 1997; Yeske y Murtaugh, 2008) o en China donde este tipo de 
cepas han afectado a 2 millones de animales, causando la muerte de 400000 (Tian et al., 
2007). En este genotipo, los aislados altamente patógenos parecen circular de forma 
generalizada entre explotaciones convirtiéndose en los aislados predominantes en 
algunas áreas geográficas (Murtaugh, 2009). Por el contrario, en Europa los aislados 
altamente virulentos, si existen, deben ser minoritarios ya que habitualmente no se 
comunican brotes de esta magnitud y además hay que tener en cuenta que en 
condiciones de campo la enfermedad se puede presentar de forma más grave debido a la 




forma concomitante, dando lugar a un cuadro clínico mucho más alarmante. Poniendo 
en consideración toda esta información es plausible pensar que los aislados europeos de 
forma genérica muestren una virulencia menor que la comunicada para aislados del 
genotipo II. Este hecho hace que para encontrar diferencias significativas en la 
virulencia entre aislados, e incluso aislados que se puedan considerar altamente 
patógenos, es necesario incluir un número importante de aislados en los estudios 
experimentales, máxime cuando lo habitual es no disponer de información fiable acerca 
de la gravedad de los brotes a partir de los cuales se han aislado los virus en estudio.  
 
La segunda razón que nos ha llevado a estudiar un número elevado de aislados es 
el cumplimiento de los objetivos secundarios planteados en esta Tesis Doctoral, que 
persiguen determinar la influencia del origen de los aislados en sus características 
patogénicas.  Para ello, era necesario contar con un número mínimo de aislados de cada 
uno de los grupos que se querían estudiar, lo que ha ejercido un efecto sumatorio y ha 
obligado a incluir un número significativo de aislados del VSRRP, hasta donde sabemos 
el mayor número estudiado hasta la fecha de cualquiera de los genotipos. 
 
La siguiente cuestión a dirimir es el modelo en el que se puede llevar a cabo el 
análisis de la virulencia de los aislados. Dado que el VSRRP no infecta otra especie que 
no sea el cerdo, no es posible realizar estudios de caracterización biológica en ningún 
modelo animal salvo en el hospedador natural del virus, ni siquiera como método previo 
de selección de aquellos aislados que pueden ser más interesantes para su 
caracterización ulterior. Sin embargo, en su hospedador natural existen dos modelos 
globalmente aceptados para la caracterización de la patogenicidad de los aislados: el 
modelo reproductivo y el modelo respiratorio. El primero supone la infección de cerdas 
gestantes en el último tercio de gestación y la cuantificación del fallo reproductivo 
causado por cada virus en estudio. Este modelo se ha empleado con anterioridad para 
caracterizar distintos aislados del virus (Plana-Durán et al., 1992; Bøtner et al., 1994) o 
clones derivados de aislados de distinta virulencia (Kwon et al., 2006), para determinar 
la seguridad de distintas cepas vacunales (Mengeling et al., 1999; Scortti et al., 2006a), 
para comparar la virulencia de distintos aislados de genotipo II (Mengeling et al., 1996, 
1998) y para investigar la existencia de determinantes de virulencia en distintos 
fragmentos del genoma del virus mediante la construcción de virus quiméricos que 
incluyan proteínas de cepas virulentas y proteínas de cepas vacunales (Kwon et al., 
2009). Se trata de un modelo muy preciso ya que muestra una elevada repetitividad. Sin 
embargo, tiene la limitación fundamental del coste tan elevado que supone, lo que limita 
de forma sustancial tanto el número de aislados que se pueden analizar como el número 
de animales que se pueden incluir en cada grupo experimental.  
 
El otro modelo aceptado es el modelo respiratorio que supone la infección de 
animales en crecimiento y la evaluación de la sintomatología, las lesiones y la 
distribución del virus tras la inoculación. Este modelo se ha utilizado para caracterizar la 
patogenia de la enfermedad en animales en crecimiento en los primeros momentos tras 
el aislamiento del virus (Rossow et al., 1994, 1995), para determinar la seguridad de 
cepas vacunales o cepas atenuadas (Gorcyca et al., 1997; Mengeling et al., 2003), para 
determinar la virulencia de algunos aislados bien sea mediante su inoculación directa 
(Li et al., 2007; Tian et al., 2007) o mediante la inoculación de clones infectivos de los 
mismos (Lv et al., 2008; Zhou et al., 2009) y para determinar diferencias en virulencia 
entre aislados (Halbur et al., 1995b, 1996a,b; va der Linden et al., 2003; Johnson et al., 




modelo reproductivo, hecho que permite la realización de un mayor número de estudios. 
A su vez, el que existan bastantes estudios realizados en este modelo con un número 
considerable de aislados aporta como ventaja adicional el permitir establecer 
comparaciones con los resultados obtenidos por otros investigadores. Finalmente, 
caracteriza una de las facetas más importantes de la infección por este virus, que es el 
efecto que tiene sobre los animales en crecimiento. Este efecto es en realidad el que 
tiene una mayor repercusión en las granjas infectadas de forma endémica ya que, tras la 
infección inicial, la inmunidad desarrollada por las cerdas limita en gran medida la 
sintomatología observada en los reproductores y centra el problema en la sintomatología 
que presentan los animales en crecimiento, que constituyen una población que se 
renueva continuamente y es siempre, por definición, susceptible a la infección. Tiene 
este modelo sin embargo, el inconveniente de que la expresión de la enfermedad en los 
animales en crecimiento es, en la mayoría de las ocasiones, muy limitada, siendo la 
sintomatología clínica difícil de valorar por su levedad, especialmente cuando no se 
producen complicaciones por infecciones secundarias, presentándose en muy contadas 
ocasiones casos más graves que puedan llegar a causar la muerte de algunos de los 
animales infectados (Johnson et al., 2004).  
 
Sin embargo, y a pesar de sus teóricas limitaciones en la definición de diferencias 
en la virulencia entre aislados, decidimos utilizar el modelo respiratorio porque tiene la 
enorme ventaja de que permite evaluar un número significativo de aislados. No 
obstante, para evitar, en la medida de lo posible, los sesgos o imprecisiones que en la 
valoración de virulencia de los aislados pudiera introducir el modelo utilizado, 
decidimos fijar a priori tanto la edad de los animales que se iban a inocular como la 
serie de parámetros que íbamos a utilizar en la clasificación. En cuanto al primer punto, 
decidimos utilizar animales de 3 semanas de vida. En la literatura existen trabajos 
realizados con distintos tipos de animales, desde el empleo de lechones gnotobióticos 
(Rossow et al., 1995), pasando por animales convencionales de 3 semanas de vida 
(Johnson et al., 2004), 4 semanas (Rossow et al., 1994), 6 semanas (van der Linden et 
al., 2003) ó 10 semanas (Rossow et al., 1994), hasta el empleo de animales de 6 meses 
de vida (van der Linden et al., 2003). Aunque la existencia de diferencias marcadas en 
las consecuencias clínicas y virológicas de la inoculación de animales jóvenes, entre 6 y 
8 semanas de vida, y animales al final del período de crecimiento, a los 6 meses de vida, 
han sido demostradas experimentalmente (van der Linden et al., 2003), en el único 
trabajo publicado en el que se comparan las consecuencias clínicas y 
anatomopatológicas de la inoculación de lechones de distintas edades, se concluye que 
no existen diferencias significativas en ninguno de los parámetros estudiados, 
incluyendo la gravedad de los signos clínicos, las lesiones macroscópicas y 
microscópicos observadas y los datos virológicos, entre lechones de 1, 4 y 10 semanas 
de vida (Rossow et al., 1994). Sin embargo, en nuestra experiencia personal la gravedad 
de los signos clínicos observados tras una inoculación experimental están fuertemente 
vinculados a la edad del animal, de forma que las manifestaciones clínicas son mucho 
más sutiles en animales de más edad. Dado que el modelo respiratorio plantea como 
principal inconveniente la dificultad en la observación clínica y el registro de dichos 
datos por la levedad con la que cursa habitualmente la infección cuando no intervienen 
agentes secundarios que compliquen el cuadro, decidimos utilizar animales que fueran 
lo más jóvenes posible, en función de las posibilidades de alojamiento en nuestras 
instalaciones. Por tanto todos los ensayos se realizaron con animales de tres semanas de 
vida recién destetados para que ni diferencias en la edad del animal ni en su estado 




En cuanto al segundo punto fijado a priori, es decir, los parámetros que se pueden 
utilizar para caracterizar la capacidad patógena de los virus, a grandes rasgos se puede 
decir que la clasificación de la virulencia de aislados de distintos tipos de virus se ha 
basado en la valoración conjunta de la gravedad de los signos clínicos que producen, en 
el grado de lesión que ocasiona la infección y en la magnitud de la replicación y la 
distribución del virus en el organismo de los animales infectados, en ocasiones 
valorados conjuntamente con la eliminación de virus por distintas secreciones o 
excreciones. 
 
La gravedad de los signos clínicos observados es un parámetro utilizado 
frecuentemente para categorizar aislados de distintos virus en función de su virulencia, 
entre los que se encuentran el virus de la PPC (Wood et al., 1988; Mittelholzer et al., 
2000; Floegel-Niesmann et al., 2003; Mayer et al., 2003), el virus de la diarrea vírica 
bovina (Bolin y Ridpath, 1992; Ridpath et al., 2000, 2007) o el virus de la gripe 
(Murphy et al., 1982). Es más, en ocasiones, cuando las infecciones cursan con una 
sintomatología tan grave que llegue a causar la muerte del animal infectado, tanto en su 
hospedador natural como en distintos modelos animales, la tasa de letalidad es un 
indicador utilizado de forma rutinaria para cuantificar la virulencia. Es el caso del virus 
vaccinia (Hayasaka et al., 2007), el virus de la fiebre aftosa (García-Núñez et al., 2010) 
o el virus de la gripe del subtipo H5N1 de elevada patogenicidad (Baskin et al., 2009). 
Este indicador tiene la ventaja de ser muy fácil de objetivar, mientras que la valoración 
de los signos clínicos puede estar sometida a grandes fluctuaciones dependiendo, entre 
otras cosas, del observador y del tipo de medida que se realice, especialmente si se trata 
de signos leves. Conscientes de ese problema, en nuestro estudio se limitó su impacto 
mediante la valoración de los animales por sólo dos personas, que previamente habían 
establecido unas normas y un procedimiento sistemático de valoración, lo que elimina 
las posibles diferencias de criterio y actuación entre evaluadores. Asimismo, se 
estableció un baremo de evaluación de signos clínicos muy estructurado y preciso, que 
asignaba a cada tipo de síntoma que es posible observar en animales infectados por el 
VSRRP una puntuación predeterminada en función de su gravedad, haciendo posible el 
registro de cualquier alteración en los animales, por leve que fuera. En este sentido, se 
establecieron cinco grandes bloques de signos clínicos que valoraban específicamente: 
los signos sistémicos, la aparición de lesiones cutáneas, las alteraciones digestivas y los 
signos respiratorios divididos en dos subapartados que evaluaban específicamente el 
tipo de alteración observada y la frecuencia respiratoria. Además, en cada bloque de 
evaluación el rango del baremo era proporcional a la significación que ese tipo 
específico de sintomatología tiene en la infección por el VSRRP. Así, la evaluación de 
lesiones cutáneas sólo permitía asignar un valor de 0 ó 1 mientras que la evaluación de 
las alteraciones respiratorias tenía un rango de 0 a 4, lo que se corresponde con la 
importancia relativa de los signos cutáneos y respiratorios en esta enfermedad. La 
puntuación que obtenía diariamente un animal era el sumatorio de los valores 
registrados para cada tipo de síntoma por lo que la precisión en la valoración era mayor. 
Además, la temperatura rectal, que habitualmente se incluye entre los signos clínicos, se 
evaluó de forma independiente, como una variable adicional cuyos resultados se 
compararon posteriormente con la puntuación clínica para ver si existía correspondencia 
entre la gravedad de la sintomatología encontrada y la temperatura rectal. Esta misma 
aproximación ha sido utilizada previamente con éxito para cuantificar la gravedad de la 
enfermedad causada por aislados del virus de la PPC de distinta virulencia (Mittelholzer 





Además de los signos clínicos, el desarrollo de lesiones macroscópicas o 
microscópicas asociadas a distintas infecciones se utiliza con frecuencia para determinar 
la virulencia de distintos aislados de algunos virus, como son los ya nombrados virus de 
la diarrea vírica bovina (Liebler-Tenorio et al., 2003b, 2004), de la gripe (Baskin et al., 
2009), PPC (Kamolsiriprichaiporn et al., 1992; Floegel-Niesmann et al., 2003) o los 
reovirus aviares (Clark et al., 1990). En el caso del VSRRP, la gravedad de las lesiones 
macroscópicas suele ser muy moderada, limitándose fundamentalmente al pulmón y, en 
mucha menor medida, a órganos linfoides. No obstante, la gravedad de las lesiones 
pulmonares ha servido para clasificar a aislados de genotipo II, ya que se ha descrito 
que existen diferencias significativas en su capacidad para inducir la aparición de 
lesiones macroscópicas en el pulmón (Halbur et al., 1995; Mengeling et al., 2003a). 
Una de las dificultades más frecuentes para evaluar las lesiones asociadas a un órgano o 
tejido es su cuantificación objetiva. Para resolver este problema, en este estudio hemos 
seguido un sistema previamente desarrollado por Halbur et al. (1995), el cual divide la 
superficie del pulmón de forma proporcional entre los distintos lóbulos, de tal manera 
que a cada lóbulo se le asigna a priori un porcentaje de la superficie total del pulmón y 
esta referencia se utiliza para evaluar el porcentaje de superficie afectada en cada 
lóbulo, haciendo posteriormente un sumatorio. Esta aproximación se ha seguido con 
anterioridad en diversos estudios (Halbur et al., 1996; Mengeling et al., 2003) y ha 
demostrado ser bastante precisa. 
 
Por otra parte, los datos virológicos, tanto de amplitud de distribución orgánica 
como de carga vírica en los distintos compartimentos — en función de la patogenia del 
virus del que se trate — siempre se utilizan como parámetro en estudios de virulencia y 
han demostrado ser clave para la determinación de la clasificación de muchos virus ya 
que con frecuencia estos datos se correlacionan con la gravedad del curso clínico de la 
infección, como se ha demostrado para el virus de la diarrea vírica bovina (Bolin et al., 
1992; Liebler-Tenorio et al., 2003a), el virus de PPC (Kamolsiriprichaiporn et al., 
1992b), el virus de la necrosis hematopoyética infecciosa del salmón (Purcell et al., 
2009), el virus vaccinia (Hayasaka et al., 2007) o el virus de la gripe (Murphy et al., 
1982; Baskin et al., 2009). Para la determinación de la distribución orgánica y de la 
carga vírica en un determinado compartimento se pueden utilizar distintas técnicas de 
laboratorio. Una posibilidad es la realización de tinciones específicas en cortes de 
tejidos como se ha hecho en el virus de la necrosis hematopoyética infecciosa del 
salmón (Purcell et al., 2009), el virus de la diarrea vírica bovina (Liebler-Tenorio et al., 
2003a, 2003b, 2004), el virus de la gripe (Baskin et al., 2009) o el virus de la PPC 
(Kamolsiriprichaiporn et al., 1992b; Narita et al., 2000; Belák et al., 2008). Esta 
aproximación permite medir la carga vírica a la vez que se evalúan las lesiones 
microscópicas producidas por la infección, aunque tiene como principales 
inconvenientes que su sensibilidad suele ser baja, especialmente si la distribución del 
virus en el tejido considerado no es amplia, y que no permite hacer una cuantificación 
real del virus, llegando a ser, en el mejor de los casos, una técnica semicuantitativa que 
estima la cantidad de virus en cada tejido en función de la intensidad de la tinción, por 
lo que sólo permite decir si hay mucho o poco virus en el corte estudiado. Otra 
posibilidad es realizar aislamiento vírico, el cual permite cuantificar la cantidad de virus 
presente en cada compartimiento de forma fiable, siendo una técnica que ha sido 
también ampliamente utilizada para cuantificar la carga vírica tras la infección con el 
virus de la PPC (Wood et al., 1988; Kamolsiriprichaiporn et al., 1992), el virus de la 
necrosis hematopoyética del salmón (Purcell et al., 2009), el virus vaccinia (Hayasaka 




la diarrea vírica bovina (Bolin et al., 1992). Es más, en ocasiones también se ha 
determinado la dinámica de excreción vírica por distintas rutas ya que ésta puede variar 
en función de la virulencia del aislado (Bolin et al., 1992; Weesendorp et al., 2009). En 
nuestro estudio decidimos realizar aislamiento vírico tanto en las muestras de suero 
tomadas a intervalos regulares tras la infección como en muestras de distintos órganos 
tomadas en la necropsia. Esta decisión se debe a que consideramos clave cuantificar de 
manera precisa la cantidad de virus infectivo de cada muestra ya que preveíamos, en 
función de nuestra experiencia previa, una amplia distribución orgánica, al menos 
durante la fase aguda de la infección, por lo que métodos menos precisos en la 
cuantificación no parecían adecuados para establecer la existencia de diferencias entre 
grupos. Asimismo, a lo largo del estudio se tomaron de forma regular muestras de 
secreciones nasales y de heces para cuantificar la eliminación del virus por los animales 
de los distintos grupos, pensando que diferencias en la distribución orgánica podrían 
conducir a diferencias en la frecuencia de eliminación de virus por distintas vías y en la 
cantidad de virus eliminada por cada una de ellas. 
 
Finalmente, dado que uno de los parámetros utilizados para catalogar la virulencia 
de los distintos aislados era la magnitud de las lesiones provocadas por el virus, 
decidimos que sería necesario realizar necropsias en distintos momentos post-infección 
ya que no teníamos ninguna referencia de cuál sería la dinámica de aparición y 
resolución de las lesiones. Por tanto estipulamos como días de sacrificio para evaluar 
lesiones los días 7, 14 y 21 p.i., asumiendo que en el día 7 p.i. las lesiones ya habrían 
aparecido y que, muy posiblemente, evolucionarían hacía una resolución completa o 
prácticamente completa en el día 21 p.i. Este sacrificio secuencial de animales ha tenido 
como consecuencia negativa que el número de individuos en cada subgrupo, y por tanto 
el tamaño de muestra, ha disminuido de forma drástica, dificultando o, en ocasiones, 
impidiendo la aplicación de pruebas estadísticas o la obtención de significación 
estadística en las diferencias, aún cuando los valores numéricos entre grupos eran 
bastante diferentes. 
 
Una vez fijado el sistema de valoración que se iba a seguir para evaluar la 
virulencia de los aislados, el siguiente paso consistió en la evaluación de nuestras cepas 
de referencia bajo nuestro diseño y nuestras condiciones experimentales para fijar los 
valores con los que habrían de ser comparados a los aislados de campo. 
 
En primer lugar, en el Grupo Control Negativo (Grupo 33), en el que los animales 
no habían sido expuestos a ningún aislado del VSRRP, no se observaron 
manifestaciones clínicas de ningún tipo en ningún momento del estudio. Asimismo, 
estos animales no mostraron ningún tipo de lesión pulmonar en la necropsia ni fue 
posible aislar virus de ninguna de las muestras biológicas obtenidas. Dado que tampoco 
se produjo seroconversión en ningún animal, dedujimos que los animales de este grupo 
habían permanecido sin infectar, cumpliendo su función de establecer la línea basal de 
signos clínicos no relacionados con la infección por el virus, sino con otros aspectos 
como el microbismo de los animales de la explotación de origen y las condiciones de 
alojamiento en nuestro centro, que podían aparecer en nuestro estudio y que debíamos 
descontar de la calificación clínica final de los animales de los distintos grupos 
experimentales. 
 
En lo que se refiere a los grupos inoculados con las cepas vacunales, el primer 




de clasificación establecimos que para que un animal se considerara infectado debería 
ser posible realizar el aislamiento del virus a partir de alguna de las muestras biológicas 
obtenidas tras la infección experimental, principalmente de suero, o la determinación de 
seroconversión mediante la técnica de ELISA. Para nuestra sorpresa, no todos los 
animales expuestos a las cepas vacunales se infectaron, ya que en algunos de ellos no 
fue posible detectar el virus en ningún momento del estudio ni tampoco seroconversión. 
En concreto, en el Grupo 29, expuesto a la cepa vacunal de origen europeo Vac-1, sólo 
se infectaron 8 de los 15 lechones inoculados y en el Grupo 30, expuesto a la cepa 
vacunal, también de origen europeo, Vac-3, sólo se demostró la infección en 7 de sus 
integrantes. Por el contrario, en los grupos 31 y 32, inoculados con las cepas vacunales 
de genotipo II Vac-4 y Vac-5, todos los individuos se infectaron. El fracaso para 
producir la infección en animales de los grupos expuestos a cepas vacunales de origen 
europeo puede deberse a la combinación de dos factores: la vía de inoculación elegida 
en nuestro estudio y las características intrínsecas de las cepas de cada genotipo. En este 
sentido, hay que tener en cuenta que, aunque la vía aprobada de administración de todas 
las cepas vacunales es la vía intramuscular, en nuestro estudio, dado que no 
perseguíamos generar inmunidad en los animales sino comparar el resultado de la 
infección por estas cepas con la que producen aislados de campo, utilizamos la vía 
intranasal, seleccionada por ser considerada la vía normal de entrada del virus en 
animales en crecimiento, pero que no es la vía normal de aplicación de las vacunas. De 
hecho, la inoculación de ambas vacunas por la vía intramuscular ha dado lugar en 
estudios previos llevados a cabo en nuestro laboratorio a la infección del 100% de los 
animales vacunados (Álvarez et al., 2006; Prieto et al., 2008). 
 
El segundo aspecto que puede haber condicionado el fracaso en la infección de 
algunos animales podría relacionarse con características intrínsecas de los virus de cada 
genotipo, que podrían condicionar el tropismo celular de los mismos. De esta forma, se 
sabe que los virus de genotipo II se aíslan y crecen con facilidad en cultivos de líneas 
celulares estables, como la CL2621 o la MARC-145 (Benfield et al., 1992; Collins et 
al., 1992; Kim et al., 1993), sin que aparentemente este hecho afecte a su capacidad de 
replicación en la célula diana más reconocida del virus, el macrófago alveolar. Por el 
contrario, en el caso de las cepas europeas, el aislamiento directo en este tipo de líneas 
celulares es prácticamente imposible y es necesario realizar una adaptación del virus a 
este tipo de sistemas mediante la realización de pases ciegos para conseguir que los 
virus puedan replicarse de forma eficiente en estas células, aceptándose de forma 
general que no todos los aislados se adaptan al crecimiento en líneas celulares estables. 
Es más, nuestra experiencia trabajando en el laboratorio con aislados de este tipo nos 
indica que en el proceso adaptación a las líneas celulares estables se produce una 
pérdida de capacidad de replicación en los MAP. Desconocemos las causas últimas de 
estas diferencias en el tropismo celular de los distintos aislados del VSRRP, pero muy 
probablemente guarden relación con la posibilidad de unión a distintos receptores 
celulares que permitan la infección de uno o más tipos de células. De hecho, existen 
evidencias de que distintos receptores, en su mayoría glicosilados, podrían estar 
implicados en la infección de las células diana (Wissink et al., 2003). En particular se 
sabe que el virus puede interaccionar con sulfato de heparina y con sialoadhesina (van 
Derheijden et al., 2003; Delputte et al., 2004, 2005, 2006), aunque también están 
implicados los receptores CD163 y CD151 (Shanmukhappa et al., 2007; Calvert et al., 
2007; van Gorp et al., 2008). Estos receptores permitirían la entrada del virus en la 
célula por un fenómeno de endocitosis dependiente de pH (Kreutz y Ackermann, 1996; 




distintos receptores entre aislados de ambos genotipos podrían justificar la facilidad o la 
incapacidad de replicarse en distintos tipos de células, aunque este extremo no ha sido 
confirmado hasta la fecha. 
 
Pensamos, por tanto, que las diferencias en los tipos celulares sobre los que se 
pueden replicar las distintas cepas vacunales, en conjunción con la vía de exposición al 
virus elegida en nuestro estudio, podrían explicar las diferencias observadas entre las 
cepas vacunales de ambos genotipos en su capacidad de producir infección en lechones 
de tres semanas. Así, las cepas de genotipo II, más versátiles en su capacidad infectiva, 
podrían dar lugar a la infección por vía intranasal sin ninguna dificultad, ya que 
utilizarían los mecanismos habituales en la patogenia de la enfermedad. Por el contrario, 
las cepas europeas, que posiblemente han sufrido modificaciones más profundas en la 
patogenia molecular en relación con la unión y la penetración en la célula diana, 
tendrían más dificultades para producir una infección por la vía intranasal, dado que su 
capacidad de replicación en macrófagos, primera célula diana del virus y lugar de 
primera replicación tras la entrada por la vía nasal, estaría disminuida, o incluso 
suprimida, especialmente en el caso de la cepa vacunal Vac-3, que no se replica en 
MAP, por lo que el nivel de replicación del virus en la puerta de la entrada podría no 
alcanzar el nivel crítico necesario para producir la infección. Por el contrario, la 
inoculación intramuscular de estas cepas permitiría la entrada del virus por vía sistémica 
y la replicación en otros tipos celulares que pueden servir de base para la replicación del 
virus, como son los monocitos o las células dendríticas (Halbur et al., 1996a), 
facilitando así la instauración de la infección. De hecho, en el caso particular de la cepa 
vacunal Vac-3 su replicación en el organismo está restringida a tipos celulares aún por 
determinar, pero distintos de los MAP, ya que, aunque es posible detectar el virus en la 
sangre y distintos órganos de los animales infectados mediante técnicas moleculares o 
mediante aislamiento en cultivos de la línea celular estable MARC-145, no es posible 
realizar el aislamiento in vitro en cultivos primarios de MAP. 
 
De forma alternativa, las diferencias entre las distintas cepas vacunales en su 
capacidad para instaurar la infección en animales en crecimiento podrían guardar 
relación directa con diferencias en su virulencia, ya que la capacidad de producir 
infección por distintas vías se podría considerar un factor más de virulencia. No 
obstante, la primera explicación propuesta nos parece más plausible dado que los 
resultados obtenidos para el resto de los parámetros evaluados en nuestro estudio no 
permiten establecer diferencias claras en la virulencia de las cepas vacunales de ambos 
genotipos. En este sentido, hay que destacar que en ninguno de los animales inoculados 
con las cepas vacunales estudiadas, con independencia de la cepa de la que se tratara, se 
registraron temperaturas que pudieran ser consideradas febriles en ninguno de los días 
del experimento. Igualmente, desde el punto de vista clínico, ninguna de las cepas 
vacunales produjo una sintomatología digna de mención. En concreto, en los primeros 6 
días p.i. no se registraron signos clínicos en ninguno de los animales inoculados y sólo a 
partir del día 7 p.i. algún animal, de forma esporádica, mostró erizamiento del pelo. Este 
tipo de signos clínicos, considerados leves, sólo se observaron en la segunda semana p.i. 
en algunos animales del Grupo 29, mientras que en la tercera semana no se registró 
ninguna alteración clínica. Los datos registrados dieron lugar a valores acumulados de 
signos clínicos muy leves, permitiéndonos concluir que la inoculación de los animales 
con cepas vacunales no da lugar a manifestaciones clínicas significativas. De forma 
acorde a lo sucedido en términos clínicos, las lesiones pulmonares registradas en la 




áreas muy limitadas del pulmón y mostrándose mayoritariamente como zonas difusas de 
consolidación en los extremos de los lóbulos apicales e intermedios. Su extensión osciló 
entre la ausencia de lesiones observada en el grupo inoculado con Vac-5 en el día 14 p.i. 
y el 3,6% de superficie afectada registrado para este mismo grupo en el día 21 p.i., lo 
que indica su levedad. 
 
En términos virológicos, su evaluación es un poco más compleja ya que para el 
aislamiento de este tipo de cepas se utilizaron dos sistemas celulares distintos: cultivos 
primarios de MAP y cultivos de la línea celular estable MARC-145. En los cultivos de 
MAP lo más llamativo fue la ausencia de aislamiento en todas las muestras procedentes 
del Grupo 30. Estos resultados confirman la falta de capacidad de la cepa Vac-3 para 
replicarse en MAP que preconiza el laboratorio que comercializa la vacuna. Por el 
contrario, el resto de cepas vacunales fueron aisladas en este tipo de cultivo celular, 
aunque de forma limitada y con una frecuencia variable. Cuando se observan los datos 
de viremia, llaman la atención las diferencias en la dinámica de infección entre los 
distintos grupos experimentales, de forma que la cepa Vac-5, de genotipo II, presenta 
una replicación rápida y relativamente elevada en los primeros días p.i., para caer hasta 
valores indetectables de forma temprana, ya que no se detecta a partir del día 12 p.i. en 
ningún animal. Por el contrario, las cepas Vac-1 y Vac-4 sufren un retraso en la 
detección inicial y se mantienen en valores detectables durante más tiempo, 
especialmente Vac-4 que sigue estando presente al final del estudio, aunque los títulos 
alcanzados son siempre menores que el pico que se produce en el caso de la cepa Vac-5. 
En cuanto a la detección en órganos, en el día 7 p.i. las cepas vacunales se aislaron de 
forma esporádica en distintos nódulos linfáticos, con una frecuencia de aislamiento que 
osciló entre el 20% y el 60%, dependiendo de la cepa considerada y el órgano 
estudiado, destacando especialmente el pulmón, órgano en el que la frecuencia de 
aislamiento fue del 50%, 40% y 60% para los grupos inoculados con las cepas 
vacunales Vac-1, Vac-4 y Vac-5, respectivamente. De forma coincidente con el pico de 
viremia observado en los animales expuestos a la cepa Vac-5 en la primera semana p.i., 
la frecuencia de aislamiento de esta cepa en los animales sacrificados al final de la 
primera semana fue superior que la observada en el resto, estando presente el virus en 
un mayor número de órganos. En la segunda semana p.i. la frecuencia de aislamiento 
disminuyó de forma notable en todos los grupos y el órgano donde fue más frecuente el 
aislamiento pasó a ser la tonsila. Hay que destacar en esta semana la drástica 
disminución en la frecuencia de aislamiento de la cepa Vac-5, que pasó de ser la más 
frecuentemente aislada en la primera a aislarse únicamente en una muestra de un solo 
animal en la segunda semana p.i. Finalmente, en la tercera semana el hecho más 
reseñable es que se mantuvo una frecuencia de aislamiento relativamente alta, al menos 
en algunos órganos, para la cepa Vac-4, mientras que la única muestra positiva en el 
resto de grupos fue una muestra de íleon procedente del grupo inoculado con Vac-1. 
 
Cuando se determinó la presencia de las cepas vacunales en las muestras 
biológicas mediante el aislamiento en la línea celular estable MARC-145, el hecho más 
destacable es que la frecuencia de aislamiento aumenta considerablemente respecto a la 
registrada en cultivos de MAP, siendo especialmente notable el aislamiento reiterado de 
Vac-3, cuando en los cultivos de MAP todas las muestras habían dado un resultado 
negativo. Además, en el análisis de la viremia se observó que la dinámica de la 
infección era bastante parecida entre las distintas cepas vacunales, aunque difirió de la 
obtenida en MAP, de forma que el virus empezó a detectarse a partir del día 3 p.i. ó el 




caer posteriormente la cantidad de virus presente en muestras de suero. Es precisamente 
este declive el que marca mayores diferencias entre grupos, ya que a partir del día 14 
p.i. no se detecta virus en los animales expuestos a Vac-5 y sí en los demás grupos, que 
siguen teniendo animales positivos hasta el final del experimento, con la salvedad del 
grupo expuesto a Vac-1 cuyos animales son negativos a día 21 p.i. Otra diferencia 
importante es que el título medio obtenido en el grupo inoculado con la cepa Vac-5 fue 
inferior al obtenido en el resto de grupos, justo al contrario de lo que sucede en cultivos 
de MAP en la primera semana p.i. 
 
En cuanto al aislamiento vírico a partir de muestras de órganos recogidos en la 
necropsia hay que destacar que la frecuencia de aislamiento fue superior a la registrada 
en cultivos primarios de MAP. En este sentido, en la primera semana p.i. el 100% de las 
muestras de pulmón y tonsila fueron positivas en los grupos inoculados con Vac-1, Vac-
3 y Vac-4, aislándose el virus con frecuencia de otras localizaciones orgánicas. En la 
segunda semana p.i., el virus se siguió aislando frecuentemente de pulmón y tonsila en 
estos grupos, disminuyendo la frecuencia de aislamiento en otros órganos. Finalmente, 
en la tercera semana sólo se detectó alguna muestra positiva en los animales inoculados 
con Vac-3 y Vac-4, mientras que todas las muestras procedentes de los animales 
inoculados con Vac-1 fueron negativas. Por el contrario, la cepa Vac-5 sólo se detectó 
en los animales sacrificados al final de la primera semana de estudio y con una 
frecuencia de aislamiento inferior a la del resto de grupos. 
 
Finalmente, con respecto a la capacidad de eliminación de las cepas vacunales, lo 
más destacable es que la frecuencia de aislamiento del virus ha sido relativamente baja. 
En particular, no se ha podido aislar de ninguna muestra de orina y a partir de las 
muestras de heces el aislamiento sólo ha sido posible en cultivos primarios de MAP y 
en un número limitado de muestras. Por el contrario, la frecuencia de aislamiento ha 
sido superior en las muestras de secreciones nasales y, en este caso, ha sido posible el 
aislamiento en los dos sistemas celulares utilizados, MARC-145 y MAP, con la 
excepción de los animales inoculados con la cepa Vac-1, de los cuales no ha sido 
posible aislar el virus a lo largo del estudio. Desconocemos las razones de la preferencia 
de un tipo celular u otro para el aislamiento a partir de los distintos tipos de muestra, 
pero posiblemente guarde relación con fenómenos de selección de variantes del virus in 
vivo, que pueden conducir a la replicación selectiva en distintas localizaciones 
orgánicas. Otra explicación podría guardar relación con la posible toxicidad de la 
muestra para los cultivos de MARC-145, que puedan condicionar la capacidad de 
aislamiento. Sin embargo, descartamos esta última posibilidad ya que en el caso de los 
aislados de campo de genotipo II ha sido posible realizar aislamientos de virus a partir 
de hisopos rectales. 
 
Todos los datos comentados para las cepas vacunales indican que, en términos 
generales, se pueden considerar poco virulentas dado que los animales expuestos a ellas 
no presentan síntomas evidentes de enfermedad ni tampoco lesiones macroscópicas 
significativas. Sin embargo, y a pesar de la falta de sintomatología, hay que remarcar su 
amplia capacidad de replicación y su gran distribución orgánica, que conduce a una 
eliminación relativamente frecuente por distintas vías. Este hecho hace que la seguridad 
de estas cepas vacunales quede en entredicho, ya que es posible que la eliminación del 
virus conduzca a la infección de animales susceptibles puestos en contacto con animales 
vacunados, como ha sido demostrado recientemente (Martínez-Lobo et al., 2008). Estos 




algunas cepas vacunales en el semen de verracos vacunados (Christopher-Hennings et 
al., 1997) y su capacidad de atravesar la barrera placentaria (Mengeling et al., 1996a; 
Scortti et al., 2006a). Estos hechos pueden tener una gran relevancia ya que los pases de 
las cepas vacunales por animales puedan dar lugar a fenómenos de reversión a 
virulencia, como ya ha sido descrito por otros autores (Bøtner et al., 1997; Mengeling et 
al., 1999b).  
 
Sin embargo, cuando las cepas vacunales se tienen que evaluar de forma 
comparativa, es difícil definir cuál de ellas tiene una menor virulencia ya que su 
comportamiento es muy similar, observándose únicamente diferencias significativas en 
la dinámica de infección en relación con la frecuencia e intensidad de la viremia y la 
distribución orgánica. En este sentido, cabe destacar que el curso de la infección parece 
ser más rápido en la cepa vacunal Vac-5, ya que el virus parece eliminarse de los 
animales infectados antes que el resto de las cepas vacunales. No obstante, hay que 
destacar que en ningún caso se ha podido establecer la existencia de diferencias 
estadísticamente significativas entre las cepas, por lo que no es posible extraer una 
conclusión clara. Por el contrario, sí creemos que puede ser relevante la falta de 
capacidad infectiva de las cepas de genotipo I por la vía intranasal y sobre todo el hecho 
de que la cepa Vac-3 no se replique en MAP. De hecho, en el estudio de transmisión de 
cepas vacunales anteriormente mencionado, se ha podido contrastar que la frecuencia de 
transmisión a los animales no vacunados es menor en el caso de la vacunación con la 
cepa Vac-3 que en las demás (Martínez-Lobo et al., 2008), lo que podría relacionarse 
con una mayor dificultad de replicación in vivo, al no infectar a la principal célula diana 
de este virus. 
 
Cuando hemos revisado los resultados de los animales expuestos a nuestro 
Control Positivo, hemos llegado a la conclusión de que su comportamiento se 
corresponde con el de una cepa de alta virulencia. Desgranando uno a uno los distintos 
parámetros que hemos medido, y empezando por las temperaturas rectales registradas, 
podemos observar que los animales expuestos a esta cepa han alcanzado temperaturas 
consideradas febriles durante un número significativo de días tras la infección, siendo 
especialmente remarcable el hecho de que la fiebre no se haya limitado a los primeros 
momentos tras la exposición al virus sino que se ha extendido hasta el final del período 
experimental. En consonancia con el mantenimiento de temperaturas rectales elevadas 
durante la mayor parte del estudio, los signos clínicos fueron evidentes durante todo el 
período experimental, lo que condujo al registro de valores acumulados elevados 
durante las tres semanas de duración del estudio. Sin embargo, la distribución de la 
puntuación clínica fue diferente en las distintas semanas del estudio ya que se observó 
una clara evolución en las manifestaciones clínicas a lo largo del período experimental. 
En la primera semana p.i. fue especialmente relevante la sintomatología sistémica, que 
se manifestó por la aparición de depresión y apatía de forma generalizada en 
prácticamente todos los componentes del grupo, presencia de secreciones lacrimales 
intensas y edema palpebral en algunos de los animales, e incluso signos más graves, 
incluyendo letargia y anorexia, aunque estos últimos quedaron restringidos a tres 
individuos. Con el paso de los días, algunos animales mostraron signos de recuperación 
mientras que en otros la enfermedad evolucionó hacia un cuadro clínico más grave, 
presentando letargia o incluso apatía manifiesta, acompañadas de anorexia y sobre todo 
de alteraciones respiratorias, con la aparición frecuente de taquipnea y, ocasionalmente, 
respiración abdominal en algunos individuos. Esta sintomatología respiratoria evidente 




respiratorio, al menos en el genotipo II, en otras investigaciones (Halbur et al., 1995, 
1996a). Sin embargo, el aspecto más llamativo en nuestro estudio es el mantenimiento 
de puntuaciones clínicas elevadas a lo largo de todo el período experimental, cosa que 
no ha sucedido con otros aislados. No obstante, la solidez de nuestros resultados queda 
avalada por los datos publicados por Johnson et al. (2004), quienes registraron signos 
clínicos significativos, que se mantenían a lo largo de todo el estudio, en los animales 
inoculados con esta misma cepa, al contrario de lo que les sucedía con otros aislados. 
 
El registro prolongado de síntomas graves se correspondió con la observación de 
lesiones pulmonares significativas en la necropsia de los animales durante todo el 
período de estudio. La magnitud de las mismas se mantuvo estable en el tiempo, con un 
porcentaje medio de superficie pulmonar afectada del 16,4%, 14,6% y 14,8% en la 
primera, segunda y tercera semana p.i., respectivamente. Además, a pesar de la 
existencia de diferencias individuales, la mayoría de los animales presentaron lesiones 
notables en todos los días de necropsia. Estas lesiones se caracterizaron por la aparición 
de áreas de consolidación significativamente más extensas que las observadas en los 
grupos expuestos a cepas vacunales. 
 
En relación con los parámetros virológicos, hay que destacar en primer lugar que 
el aislamiento vírico se realizó tanto en cultivos primarios de MAP como en la línea 
celular estable MARC-145 al tratarse de una cepa de genotipo II. Los resultados 
obtenidos nos indicaron que no había diferencias sustanciales entre ambos sistemas de 
detección, aunque los títulos víricos obtenidos en cultivos primarios de MAP fueron 
sistemáticamente superiores a los obtenidos en la línea celular MARC-145, por lo que 
los datos discutidos a continuación se refieren al aislamiento en MAP. Las diferencias 
en los títulos obtenidos en ambas líneas celulares se pueden atribuir al hecho de que la 
replicación del VSRRP es poco eficiente en línea celular MARC-145, como ha quedado 
demostrado en un estudio en el que se compara su de replicación dicha línea celular y en 
una línea celular estable derivada de MAP obtenida recientemente. Este estudio 
concluye que el número de células infectadas en la línea celular MARC-145 es siempre 
inferior al número de células infectadas en la línea derivada de MAP, por lo que la 
eficacia de replicación es menor en la primera (Pires-Alves et al., 2009). Este mismo 
efecto se podría producir también entre la línea MARC-145 y los cultivos primarios de 
MAP, de forma que no todo el virus presente en una muestra sería capaz de infectar a 
las células MARC-145, dando como consecuencia una reducción en el título vírico 
obtenido.  
 
En cuanto a la dinámica de la infección en las muestras de suero, el pico máximo 
de viremia se alcanzó en el día 6 p.i. en MAP y en el día 7 en MARC-145, tras lo cual 
los títulos víricos fueron disminuyendo paulatinamente hasta el día 21 p.i., momento en 
el que se registraron títulos medios de 2 log/ml en MAP y de 1,6 log/ml en MARC-145. 
Esta dinámica en la intensidad y duración de la viremia es similar a la registrada en otro 
estudio en el que esta cepa se ha inoculado a animales en crecimiento, ya que el pico de 
viremia se obtuvo en el día 7, decreciendo posteriormente hasta registrar títulos menores 
de 2 log/ml en el día 21p.i. (Johnson et al., 2004). En el estudio de Johnson et al. (2004) 
la cantidad de virus presente en muestras de suero se cuantificó mediante la técnica de 
titulación de virus en la línea celular estable MARC-145, lo que confirma la 





En lo que se refiere a la distribución orgánica, ésta fue, en términos generales, 
muy amplia. Así, cuando el aislamiento se realizó en cultivos de MAP, en el día 7 p.i., 
la mayoría de los órganos recogidos en la necropsia, con la excepción de los nódulos 
linfáticos inguinales, bazo e íleon, fueron positivos por aislamiento vírico en todos los 
animales y siete días más tarde, la distribución fue similar, con la excepción de las 
muestras de timo que en algunos animales fueron negativas. Esta amplia distribución 
orgánica se mantuvo hasta el final del experimento, ya que gran parte de las muestras 
fueron positivas en el día 21 p.i. En cuanto a la carga vírica en los distintos órganos, en 
el día 7 p.i. en la mayoría de los casos se registraron títulos víricos en cultivos de MAP 
de entre 3,1 y 3,5 log/g con la salvedad del timo y el bazo en los que los títulos 
registrados fueron ligeramente más bajos, y el pulmón y la tonsila, que tuvieron títulos 
en torno a 4 log/g. En el día 14 p.i. los títulos víricos registrados para los distintos 
órganos oscilaron en función del órgano analizado, siendo no obstante la media 
ligeramente inferior a la registrada durante la primera semana, mientras que en la tercera 
semana p.i. se mantuvo la tendencia a un descenso de los títulos obtenidos en los 
distintos órganos. 
 
Finalmente, en lo que se refiere a la eliminación del virus por distintas vías, ésta 
se pudo determinar en todas las vías analizadas, aunque con una frecuencia variable. 
Así, a partir de muestras de orina el VSRRP se aisló en 4 de los 15 animales del grupo y 
nunca más allá del día 14 p.i. En los hisopos nasales, el patrón de eliminación fue 
similar, ya que las muestras positivas se concentraron en los primeros días p.i., siendo 
imposible aislar el virus después del día 12 p.i. Por el contrario, en las heces el patrón 
de eliminación fue distinto, detectándose muestras positivas a lo largo de todo el 
experimento con frecuencias que oscilaron entre el 13% y el 40% de las muestras, según 
el día considerado. Este patrón de eliminación es análogo al hallado en un estudio 
previo realizado en verracos en el que se determinó la frecuencia de eliminación de un 
aislado español del VSRRP en distintas secreciones y excreciones, en el que se encontró 
una frecuencia de eliminación en orina del 25%, exactamente igual que en las 
secreciones nasales, aunque en este caso se concentraron los aislamientos en los 
primeros días tras la inoculación, mientras que la eliminación en heces se prolongaba 
durante períodos más largos y era más habitual, siendo positivas el 30% de las muestras 
recogidas (Prieto et al., 2004). Por el contrario, nuestros resultados de eliminación 
contrastan con los observados por Rossow et al. (1994) quienes no pudieron determinar 
la presencia del virus en ninguna muestra de orina y sólo de forma muy esporádica y en 
momentos tardíos p.i. fueron capaces de aislar el virus de muestras de secreciones 
nasales y heces procedentes de lechones de 1, 4 ó 10 semanas de vida inoculados con un 
aislado de genotipo II del VSRRP. 
 
Cuando se han analizado los resultados obtenidos en los grupos de animales 
expuestos a los diferentes aislados de campo, se han encontrado grandes diferencias en 
los distintos parámetros analizados entre distintos grupos, especialmente en aquellos 
relacionados con las manifestaciones clínicas de la infección, incluyendo la temperatura 
y los signos clínicos. En la evaluación de la aparición de fiebre, se ha observado un 
amplio espectro de respuestas a la infección, que ha ido desde la ausencia de cambios en 
el registro de temperaturas rectales respecto a los días previos a la inoculación 
experimental hasta aumentos significativos en la misma, alcanzando valores 
considerados febriles durante períodos de tiempo. Este fenómeno se ha observado tanto 
a nivel individual como de grupo, es decir, el nivel de dispersión y variabilidad en la 




generales, elevado y, de la misma forma, se han registrado datos significativamente 
diferentes entre grupos. El análisis global de las variaciones en la temperatura rectal tras 
la inoculación se ha realizado, como es lógico, considerando los valores medios 
registrados en cada día para cada grupo, siendo posible definir mediante este sistema 
tres tipos de respuestas a la inoculación experimental: ausencia de cambios 
significativos tras la inoculación, aumento notable de la temperatura — con la aparición 
frecuente de fiebre como consecuencia de la infección— y cambios sutiles no 
mantenidos en el tiempo. El primer tipo de respuesta, es decir, la inexistencia de 
cambios sustanciales en la temperatura rectal tras la inoculación se ha registrado los 
animales expuestos a los aislados Sp-2, Sp-20, EU-13 y EU-19. Entre los aislados que 
han inducido el segundo tipo de respuesta, caracterizado por la aparición de picos de 
fiebre de duración variable, destaca, por la intensidad de la fiebre registrada, el grupo 
expuesto al aislado EU-10 que alcanzó un pico de 40,9 °C en el día 5 p.i., superando 
ampliamente al Grupo Control Positivo cuyo valor máximo registrado fue de 40,3 °C. 
Por el contrario, la duración de la fiebre fue más limitada que en el Grupo Control 
Positivo, ya que el registro de temperaturas elevadas se extendió desde el día 1 hasta el 
día 10 p.i., pero, pasado este tiempo, las temperaturas regresaron rápidamente a valores 
considerados normales. Este tipo de respuesta, con aumentos significativos de 
temperatura rectal, ha caracterizado también a otros aislados, entre los que destacan dos 
aislados de origen italiano, EU-17 y EU-18, sobresaliendo especialmente los valores del 
primero, el aislado de origen español Sp-6 y el aislado de origen americano AM-2. Sin 
embargo, en todos estos grupos los picos de temperatura no fueron tan elevados como 
los registrados para el aislado EU-10. En cuanto a la duración de la fiebre, aunque los 
registros variaron según el grupo considerado, es destacable que en ningún caso se 
produjo una respuesta febril que se extendiera sistemáticamente a la tercera semana p.i., 
observándose únicamente la aparición de fiebre de forma aislada, como ha sucedido en 
los grupos inoculados con Sp-5 o Sp-6. Este patrón contrasta con el del Grupo Control 
Positivo, en el que las temperaturas elevadas fueron una característica significativa de la 
tercera semana p.i. El tercer tipo de respuesta — caracterizada por ligeros aumentos de 
temperatura tras la inoculación, sin llegar a superar o superando ligeramente el límite de 
temperatura considerado febril durante períodos cortos de tiempo —representa a gran 
mayoría de los aislados utilizados en el estudio y, muy probablemente, se corresponde 
con las características esperables en las infecciones con la mayoría de los aislados, al 
menos de genotipo I, del VSRRP.  
 
Cuando se ha analizado el registro de los signos clínicos anotados para cada 
animal durante el período de estudio hemos observado, una más que notable 
variabilidad en la respuesta individual dentro de cada grupo experimental, lo que ha 
llevado a un rango de puntuaciones excepcionalmente amplio en cada grupo, como 
queda reflejado en los valores tan elevados de desviación estándar que acompañan a la 
media de signos clínicos calculada para cada día del estudio. Por otra parte, la gran 
mayoría de los signos clínicos anotados corresponden a signos de naturaleza sistémica, 
siendo menos frecuentes los relacionados con alteraciones respiratorias de cualquier 
índole y apareciendo de forma esporádica, con independencia de los grupos o los días 
transcurridos tras la infección, los relacionados con procesos entéricos. Esta distribución 
de puntuaciones nos ha llevado a realizar el análisis final de los datos teniendo en 
cuenta el sumatorio de los registros realizados en los apartados de signos sistémicos y 
respiratorios en cada individuo. Asimismo, el estudio de los valores medios y del 
sumatorio de síntomas obtenidos para cada grupo en cada una de las semanas del 




grupos en cada período estudiado y también diferencias significativas en la evolución de 
los signos clínicos a lo largo del tiempo.  
 
Durante la primera semana p.i., se registró un amplio rango de valores en los 
distintos grupos experimentales, indicando que existe una progresión en la gravedad de 
los signos clínicos provocados por distintos aislados del virus, aunque, la mayoría 
produjeron signos clínicos que pueden calificarse de leves o moderados. De esta forma, 
un número significativo de aislados — nueve en total y específicamente Sp-22, Sp-24, 
Sp-28, EU-1, EU-2, EU-12, EU-13, EU-18 y EU19 — indujeron signos clínicos del 
mismo orden de magnitud que las cepas vacunales, es decir, una sintomatología muy 
leve, prácticamente imperceptible, y únicamente en algunos de los animales infectados 
experimentalmente. Un segundo grupo de aislados — representado por  Sp-2, Sp-16, 
Sp-20, EU-5, EU-9, EU-15 y AM-10 — produjo una sintomatología algo más marcada, 
pero todavía con valores próximos a las cepas vacunales, sin que se registraran signos 
claros de enfermedad en la mayoría de los integrantes de los grupos experimentales ni 
se pudieran establecer diferencias significativas con el primer grupo de aislados o las 
vacunas. En un tercer bloque se pueden incluir los aislados Sp-3, Sp-6, Sp-12, Sp-13, 
AM-2 y AM-5, caracterizados por inducir signos clínicos claros, pero de gravedad 
moderada, mientras que un cuatro bloque agrupa a los aislados Sp-5, Sp-27 y EU-16, 
que han sobresalido en la gravedad de la sintomatología provocada respecto a todos los 
bloques anteriores pero que no han llegado a provocar una enfermedad tan grave como 
la inducida por los aislados EU-10 y EU-17, que han demostrado tener una capacidad 
patógena durante este período de tiempo comparables a la del Grupo Control Positivo. 
 
Estos grupos de aislados establecidos en función de la gravedad de la 
sintomatología provocada en la primera semana p.i. son cambiantes y siguen una 
evolución distinta en la segunda semana p.i., de forma que en algunos grupos se registra 
una disminución en la gravedad de los signos clínicos, otros se mantienen y, finalmente, 
en algunos se observa un aumento, lo que conduce a un agrupamiento final ligeramente 
distinto. Así, en este período, en algunos grupos se empiezan a registrar valores iguales 
a cero — lo que indica la desaparición de los signos clínicos, generalmente moderados, 
que habían aparecido tras la infección, igual que sucedió con la mayoría de las cepas 
vacunales — y en otros se observa una disminución considerable en la puntuación 
clínica, lo que conduce a una calificación de sintomatología leve o muy leve en un total 
de 14 de los 27 aislados estudiados. En el extremo opuesto tenemos una serie de 
aislados, cuyas manifestaciones clínicas se han mantenido o han aumentado respecto a 
la primera semana p.i. y que se pueden agrupan en dos categorías, en función de la 
gravedad de los signos clínicos registrados. La primera categoría, integrada por los 
aislados Sp-3, Sp-5, Sp-24, Sp-27, EU-16, EU-18, AM-2, AM-5 y AM-10, presenta una 
sintomatología que se puede considerar grave, aunque con registros inferiores a los del 
Grupo Control Positivo. Lo más llamativo de este grupo es que en él se incluyen todos 
los aislados de genotipo II estudiados, que han experimentado un claro aumento en la 
gravedad de la sintomatología registrada respecto a la primera semana p.i. Además, 
entre estos aislados hubo una tendencia a una mayor presencia de signos respiratorios 
frente a los sistémicos, siendo estos últimos más notables en la mayoría de los aislados 
de genotipo I. Finalmente, es especialmente reseñable el caso del aislado EU-17 que ha 
tenido un registro significativamente superior al del Grupo Control Positivo, obteniendo 





Por último, la evolución en la tercera semana ha sido hacia la recuperación total 
en la mayoría de los grupos experimentales. Así, el hallazgo más frecuente ha sido la 
ausencia total o prácticamente total de signos clínicos, registrada en 21 de los 27 grupos 
expuestos a aislados de campo. Por el contrario, en tres de los cuatro aislados italianos 
estudiados (EU-16, EU-17 y EU-18) y en el aislado americano AM-5 se registraron 
signos clínicos, aunque de naturaleza muy moderada, en esta última semana de estudio. 
No obstante, los valores más llamativos, aparte del registrado para el Grupo Control 
Positivo, han sido el obtenido en el grupo inoculado con Sp-5 — que  se convierte en el 
único aislado de origen español que ha mantenido las manifestaciones clínicas durante 
todo el estudio — y el obtenido para el grupo expuesto a AM-2, el único aislado de 
genotipo II de origen europeo incluido en el estudio, que ha mantenido un registro 
similar al de la segunda semana del estudio. 
 
A pesar de las diferencias en la sintomatología observada entre los distintos 
grupos, en nuestro estudio no hemos encontrado consecuencias tan graves tras la 
infección como las comunicadas por otros autores, que en algunas ocasiones reseñan la 
muerte de un porcentaje variable de animales tras el desafío (Johnson et al., 2004; Tian 
et al., 2007; Lv et al., 2008). Estas diferencias tan destacables podrían deberse a 
diferencias intrínsecas en la virulencia entre aislados, siendo nuestros aislados menos 
virulentos que los utilizados en otros estudios. Sin embargo, también es posible que la 
mayor gravedad en los signos clínicos obtenidos en otros estudios se deba, al menos en 
parte, al tipo de animal utilizado y, en particular, al status sanitario de la granja de 
origen. De hecho, con frecuencia se ha comunicado la presencia de lesiones infrecuentes 
en las infecciones por el VSRRP pero compatibles con la intervención de agentes 
secundarios como Streptococcus suis, Escherichia coli o Pasteurella multocida, los 
cuales se han aislado en ocasiones a partir de muestras procedentes de animales muertos 
tras la infección experimental (Johnson et al., 2004). Este hecho no es extraño ya que la 
infección por el VSRRP se ha asociado con frecuencia a la exacerbación de infecciones 
secundarias, siendo estos patógenos los causantes de los síntomas más graves de 
enfermedad (Galina et al., 1994), pero debe ser tenido en cuenta cuando se evalúe la 
virulencia de aislados del VSRRP ya que puede conducir a una calificación errónea. En 
nuestro estudio, no se ha registrado ninguna baja en los animales inoculados 
experimentalmente, ni tampoco se han encontrado indicadores de la existencia de 
infecciones concomitantes que pudieran haber agravado la sintomatología registrada en 
cada grupo experimental por lo que asumimos que los datos registrados corresponden 
en exclusiva a la acción directa de los distintos aislados del VSRRP sobre el 
hospedador. 
 
Los resultados de nuestro estudio, considerados de forma global, permiten 
establecer cuatro grandes categorías de aislados en función de la sintomatología 
observada. En la primera se incluirían aquellos grupos caracterizados por tener un 
comportamiento clínico indistinguible de los grupos inoculados con las cepas vacunales, 
identificado por la práctica ausencia de signos clínicos en los animales inoculados, la 
ausencia de diferencias estadísticamente significativas con los controles negativos y la 
existencia de diferencias significativas con el Grupo Control Positivo. En esta categoría 
se encuentran los aislados EU-13, Sp-22, Sp-28, EU-1, EU-2 y EU-19. La segunda 
categoría abarcaría a la mayoría de los aislados estudiados, los cuales han inducido una 
sintomatología de naturaleza leve en los animales infectados, limitada a la aparición de 
signos de depresión y erizamiento del pelo fundamentalmente en la primera semana del 




hayan establecido diferencias estadísticamente significativas con los grupos expuestos a 
cepas vacunales, pero sí con el Control Positivo. Un tercer patrón de comportamiento 
clínico sería aquel exhibido por aislados que han provocado signos clínicos algo más 
significativos, pero en ningún caso de gravedad manifiesta, expresados de forma similar 
a la encontrada en el segundo grupo, pero afectando a los animales de forma más 
generalizada y acompañándose, ocasionalmente, de anorexia o letargia en algunos 
individuos, con una duración de entre 1 y 2 semanas, aunque, una vez más las 
diferencias sean numéricas en la mayoría de los casos y en contadas ocasiones se hayan 
podido establecer diferencias estadísticamente significativas con los grupos expuestos a 
cepas vacunales. En esta categoría podríamos incluir a los grupos inoculados con los 
aislados de origen español Sp-3, Sp-5 y Sp-27 — que han manifestado signos clínicos 
significativos tanto en la primera como en la segunda semana  p.i., extendiéndose a la 
tercera en el caso del aislado Sp-5 —, Sp-24 — que sólo ha mostrado signos apreciables 
en la segunda semana p.i.—,  los aislados de origen italiano EU-16 y EU-18 — el 
primero de los cuales ha mostrado signos clínicos en la primera y la segunda semana 
p.i.,  mientras que EU-18 sólo ha destacado en la segunda semana p.i. — y los aislados 
de genotipo II, AM-2, AM-5 y AM-10, aunque en este caso es relevante el 
desplazamiento de las manifestaciones clínicas más graves a la segunda semana p.i. e 
incluso, en el caso del aislados de origen danés AM-2, a la tercer semana p.i. 
Finalmente, un cuarto patrón correspondería a la aparición de signos clínicos 
notablemente más graves y comparables a los del Grupo Control Positivo, con un 
número significativo de animales que han mostrado disminución del apetito, depresión 
manifiesta o letargia y, ocasionalmente, lagrimeo, edema palpebral y signos 
respiratorios, manifestados fundamentalmente como respiración superficial y aumento 
en la frecuencia respiratoria. En esta última categoría se encuentran los aislados EU-10, 
en el que la sintomatología considerada grave se limitó a la primera semana p.i., y EU-
17, en el cual la sintomatología manifiesta se ha registrado durante las dos primeras 
semanas p.i., siendo más alto el registro de este grupo en la segunda semana p.i. que el 
del Grupo Control Positivo.  
 
En cualquier caso, el establecimiento de estos grupos se ha basado en la 
observación de los datos registrados, sin que en la mayoría de los casos hayan podido 
ser confirmados por diferencias estadísticamente significativas entre aislados. Ello se 
debe a la conjunción de dos factores. El primero de ellos es que la dinámica de la 
infección no ha sido la misma en todos los grupos, ya que en algunos casos la 
sintomatología ha aparecido de forma brusca en la primera semana p.i., para disminuir 
de forma dramática en las semanas siguientes, como es el caso de los datos registrados 
para el aislado EU-10; en otras ocasiones el pico de sintomatología ha sido también 
breve pero se ha desplazado a la segunda semana p.i., como en el caso del aislado Sp-24 
y la mayoría de aislados de genotipo II, y, finalmente, en otros casos el registro de 
signos clínicos se ha mantenido estable durante períodos más prolongados, como en el 
caso del grupo inoculado con el aislado Sp-5. Esto ha hecho que, dado que el análisis 
estadístico se ha realizado por semanas debido al diseño experimental que determinaba 
un cambio en el tamaño de cada grupo semanalmente, el agrupamiento se haya podido 
establecer en algunas de las semanas del estudio pero no en otras, por lo que al final los 
grupos no han quedado asociados de forma clara y significativa a lo largo de todo el 
estudio. El segundo factor que ha podido influir significativamente en la falta de 
agrupamiento estadístico es la enorme variabilidad individual registrada en la respuesta 
de los animales ya que, mientras algunos individuos mostraron signos claros de 




un tamaño de grupo económicamente inviable para establecer diferencias significativas. 
Esta variabilidad individual en la intensidad de la respuesta clínica a la infección se ha 
comunicado con frecuencia en estudios de caracterización patogénica de distintos virus, 
indicando que factores ajenos al agente patógeno ejercen una influencia clara en el 
resultado final de la infección (Wood et al., 1988; Kamolsiriprichaiporn et al., 1992; 
Floegel-Niesmann et al., 2003). Entre estos factores, y bajo condiciones experimentales, 
— en las que otras características que pudieran influir en el resultado final, como las 
condiciones de alojamiento, nutrición y status sanitario general de los animales, son 
similares para todos los individuos — se encuentra la influencia que el genotipo de los 
animales puede tener sobre la patogenia de las enfermedades. Este efecto ha quedado 
patente en la infección de cerdos de distintas líneas genéticas con aislados del virus de 
la PPC de distinta virulencia (Depner et al., 1997; Uttenthal et al., 2001). El efecto de la 
variabilidad genética en la susceptibilidad a la infección ha sido previamente 
identificado en infecciones experimentales llevadas a cabo con distintos aislados del 
VSRRP, en las que se han observado diferencias en la duración de la sintomatología, en 
la gravedad de las lesiones pulmonares registradas, en la carga vírica en algunos tejidos 
e, incluso, en la frecuencia de eliminación en el semen (Halbur et al., 1998; 
Christopher-Hennings et al., 2001; Petry et al., 2005; Vincent et al., 2006). Aunque 
estos estudios se han llevado a cabo comparando distintas líneas genéticas, hay que 
tener en cuenta que dentro de cada linaje en el ganado porcino la heterogeneidad 
genética es muy elevada, lo cual puede ejercer una acción determinante en la 
susceptibilidad individual a la infección y en la respuesta del hospedador a la infección, 
específicamente en los mecanismos fisiopatológicos de la respuesta inmune innata a la 
agresión, estimulando un patrón distinto de liberación de citoquinas y otras sustancias 
bioactivas que intervienen en el mantenimiento de la homeostasis. La existencia de 
diferencias en la susceptibilidad individual a la infección por el VSRRP se sospechó 
desde las primeras andaduras en la investigación de este virus por las diferencias 
encontradas en la permisibilidad a la infección de cultivos primarios de MAP 
provenientes de diferentes donantes (Voicu et al., 1994; Cooper et al., 1995; Molitor et 
al., 1996). Este fenómeno, encontrado también con frecuencia en nuestro laboratorio, se 
puede explicar por diferencias en el genotipo de los animales donantes, que puede 
influir en la habilidad del MAP para suprimir la replicación vírica (Ait-Ali et al., 2007). 
No obstante, este efecto puede reflejar o no diferencias en la susceptibilidad a infección 
in vivo. De hecho creemos que no ha jugado un papel fundamental en nuestro estudio ya 
que los parámetros virológicos han sido bastante homogéneos dentro de un mismo 
grupo, aún cuando algunos lechones exhibían signos clínicos y otros no. Por el 
contrario, diferencias genéticas en los mecanismos que controlan la respuesta del 
hospedador a la infección pueden tener mayor efecto. En este sentido, se ha descrito que 
el complejo de genes que regulan el complejo principal de histocompatibilidad en el 
cerdo puede intervenir en la susceptibilidad o resistencia a enfermedades (Kristen, 
1995), existiendo una gran heterogeneidad en su composición genética entre individuos.  
 
Un marcado efecto individual se produjo también en la extensión de las lesiones 
pulmonares macroscópicas. Ello ha hecho que la dispersión de los valores registrados 
dentro de cada grupo sea considerable, lo que en último término ha conducido a una 
falta de significación estadística en las diferencias encontradas en el grado de lesión 
pulmonar en la inmensa mayoría de los casos, a pesar de que el valor medio de 
superficie pulmonar afectada difirió notablemente entre los distintos grupos 
experimentales. En este sentido, hubo grupos que tuvieron una proporción ínfima de 




registrados en los grupos inoculados con las cepas vacunales, mientras que otros 
presentaron una afectación pulmonar extensa. Entre los primeros se encuentran los 
grupos inoculados con los aislados Sp-20, EU-1, EU-13 y EU-15, cuyos porcentajes 
medios de superficie pulmonar afectada oscilaron entre la ausencia de lesión y una 
afectación del 3,2%. En el extremo opuesto de la balanza se encuentran los animales 
inoculados con los aislados EU-18 y EU-12 para los que se obtuvieron valores medios 
de 30,4% y 27,6%, respectivamente en la primera semana, superando ambos 
significativamente los valores del Grupo Control Positivo (16,4%). Es más el grupo EU-
18 registró lesiones de mayor extensión que el Grupo Control Positivo también durante 
la segunda semana (25,6% vs. 14,6%), mientras que en el grupo EU-12 fueron 
ligeramente menores (11,8%). A pesar del despunte observado en los primeros 
momentos p.i. sobre el Grupo Control Positivo, ambos grupos experimentales difirieron 
en la evolución de la lesión respecto del control ya que, al final del experimento, los 
datos de lesión pulmonar sólo se mantuvieron, respecto a la semana anterior, en el 
Grupo Control Positivo. Finalmente, a caballo entre los grupos sin lesiones 
significativas y los grupos con lesiones aparentes, se situaron el resto de grupos 
experimentales, con valores registrados que iban evolucionando de forma progresiva, 
sin solución de continuidad, por lo que resulta imposible agrupar a los aislados en 
función de este parámetro.  
 
Lo que sí mostró un patrón relativamente claro fue la evolución de la intensidad 
de las lesiones pulmones ya que en la inmensa mayoría de los grupos expuestos a 
aislados de genotipo I la mayor afectación pulmonar se produjo en el día 7 p.i., 
disminuyendo en los días 14 y 21 p.i., de forma más o menos abrupta, pero progresiva. 
Las únicas excepciones a esta regla general se produjeron en los grupos inoculados con 
los aislados Sp-5 y Sp-13, que presentaron mayor grado de lesión en el día 21 p.i. que 
en el día 14 p.i.; y en los inoculados con los aislados EU-1, EU-5, EU-17 y EU-19 en 
los cuales el porcentaje de superficie pulmonar afectada fue mayor en la segunda 
semana p.i. que en ningún otro momento, aunque en la mayoría de las ocasiones las 
diferencias fueron sutiles. Esta tendencia generalizada a una disminución en la 
superficie de pulmón afectada condujo a la obtención a unos valores medios de 
superficie pulmonar afectada de 11,5%, 7,2% y 3,9% en la primera, segunda y tercera 
semana p.i., respectivamente para el conjunto de aislados de genotipo I incluidos en 
nuestro estudio. Por el contrario, en los aislados de genotipo II fue una constante el que 
el porcentaje de lesión pulmonar fuera superior en la segunda semana p.i. respecto a la 
primera, manteniéndose en valores relativamente elevados incluso en los animales 
sacrificados al final del experimento, con la única excepción de los animales expuestos 
al aislado AM-2, lo que ha conducido a la obtención de valores medios de superficie 
pulmonar afectada de 14,6%, 17,4% y 11,1% en la primera, segunda y tercera semana 
del experimento, respectivamente. Esta persistencia en el registro de lesiones 
pulmonares en aislados del genotipo II se ha encontrado también en otros estudios 
(Halbur et al., 1996b), aunque las diferencias en el diseño experimental con nuestro 
estudio no permiten establecer correlaciones entre ambos estudios. 
 
La comparación de nuestros resultados con los publicados por otros autores en 
relación con el grado de lesión pulmonar demuestra que el grado de variabilidad 
individual encontrado en nuestro estudio en relación con el porcentaje de superficie 
pulmonar afectada es una característica inherente al virus, aunque la magnitud de esta 
variación haya fluctuado notablemente entre distintos trabajos, reflejando posiblemente 




estudio (Rossow et al., 1994, 1995; Halbur et al., 1995, 1996b). Otra conclusión clara 
que se puede extraer de la comparación de la información disponible es que las 
diferencias entre aislados en su capacidad para inducir lesiones pulmonares 
macroscópicas son innegables, en función de los resultados obtenidos en otros trabajos 
para el genotipo II (Halbur et al., 1995, 1996b) y en el nuestro para el genotipo I. Así, el 
primer estudio en el que se compararon distintos aislados del VSRRP en su capacidad 
de inducir lesión pulmonar macroscópica reveló la existencia de diferencias sustanciales 
entre dos aislados de genotipo II estudiados, VR-2431 y VR-2385, resultando el 
segundo mucho más agresivo que el primero, con un valor máximo de de superficie 
afectada del 54,22% en el día 10 p.i. frente a un 12,75% obtenido en el día 7 p.i. para el 
primer aislado (Halbur et al., 1995). Este estudio se extendió posteriormente a la 
comparación de un número mayor de virus, lo que puso de manifiesto que los aislados 
de genotipo II son muy heterogéneos en su capacidad para inducir lesiones pulmonares 
macroscópicas, existiendo diferencias de magnitud variable entre ellos, con un valor 
máximo registrado de 67 puntos porcentuales de diferencia entre dos aislados en el día 
10 p.i. (Halbur et al., 1996b). Por el contrario, la información disponible para el 
genotipo I es muy limitada ya que la única referencia disponible deriva del estudio 
anteriormente reseñado de Halbur et al. (1995) en el que en la comparación de dos 
aislados de genotipo II se incluyó también la cepa de referencia europea Lelystad. Los 
resultados de dicho estudio indicaron que la cepa Lelystad tenía un potencial menor de 
inducción de lesión pulmonar que cualquiera de los dos aislados de genotipo II con los 
que se comparaba, presentando porcentajes medios de superficie pulmonar afectada 
inferiores al 10% en todos los días de estudio, con la salvedad del día 15 p.i., en el que 
se alcanzó un valor máximo de lesión que se situó en un 13,25%. Nuestro estudio 
amplía considerablemente la información disponible para los aislados del genotipo I y 
permite concluir que existen diferencias significativas entre los distintos aislados en su 
capacidad de inducir lesión pulmonar. Estas diferencias se han puesto de manifiesto a lo 
largo de todo el estudio pero han sido especialmente notables en el día 7 p.i., con 
porcentajes medios de superficie afectada que oscilaron entre el 1%, registrado para el 
aislado Sp-20, y el 30,4% registrado para el aislado EU-18, y en el día 14 p.i., momento 
en el que el aislado Sp-20 presentó valores medios de 0,4% y el aislado EU-18 del 
25,6%. Por el contrario, al final del experimento, en el día 21 p.i., el grado de lesión 
pulmonar registrado para todos los grupos de genotipo I fue moderado, oscilando los 
registros entre la ausencia de lesión macroscópica en el grupo inoculado con el aislado 
Sp-20 y el 10,2% registrado para el aislado EU-9.  
 
Si dentro del genotipo I nos fijamos en la influencia del origen de los aislados en 
su capacidad para inducir lesiones pulmonares veremos que el comportamiento de los 
distintos grupos constituidos no difiere significativamente en la mayoría de las 
ocasiones. Lo único destacable es la propensión a generar lesiones pulmonares más 
manifiestas en los aislados de origen italiano, que tienden en todos los días del estudio a 
presentar valores de lesión pulmonar superiores al resto de grupos de genotipo I. Así, en 
el día 7 p.i., el valor medio registrado para este grupo fue de 15,9% frente al 10,9%, 
7,6% y 14,5% obtenido para aislados españoles, de países de Europa occidental y 
Europa del Este, respectivamente, siendo en este día el registro de los aislados italianos 
superior al de los aislados de genotipo II, que presentaron un valor medio de 14,6%. En 
el día 14 p.i., el valor obtenido para el grupo italiano fue inferior al del genotipo II 
(11,6% vs. 17,4%), pero aún estuvo muy por encima del registrado para el resto de 
grupos del genotipo I (6%, 7,8% y 5,1%, para aislados españoles, de Europa Occidental 




las lesiones fue similar a la encontrada en otros grupos de genotipo I (3,7%, frente a 
3,7%, 5,8% y2,2% para los aislados españoles, de Europa Occidental y de Europea del 
Este, respectivamente), lo que supone una disminución considerablemente respecto al 
día 14 p.i. y un distanciamiento respecto a los valores medios de los aislados de 
genotipo II en este último día de evaluación (11,1%). Es más, esta tendencia a producir 
mayor grado de lesión pulmonar de los aislados italianos se relaciona con el momento 
de aislamiento, siendo elevada únicamente en los aislados recientes, como lo indica el 
hecho de que el único aislado originario de los primeros años de circulación del virus 
presentara valores similares a los del resto de grupos. Finalmente, hay que destacar que 
el valor medio tan elevado de lesión pulmonar obtenido en la primera semana p.i. para 
el grupo de aislados de Europa del Este se debe al valor del aislado EU-12 que se situó 
en 27,6%, siendo uno de los valores más altos registrados en este día. No obstante, en 
los días siguientes no se mantuvo esta tendencia, produciéndose una caída brusca en el 
porcentaje de lesión pulmonar observada. Todos estos datos, aunque parecen indicar 
una tendencia a que los aislados de los países de Europa Occidental produzcan menor 
grado de lesión pulmonar que los aislados de otros orígenes dentro de Europa, y 
específicamente que los aislados italianos, deben tomarse con precaución debido al 
número limitado de aislados de cada origen incluidos en nuestro estudio. 
 
Sin embargo, a pesar de todas las diferencias descritas en los párrafos anteriores, 
hay que destacar que los valores individuales obtenidos para este parámetro nos indican 
que no es posible hacer una clasificación de virulencia de los aislados basada 
únicamente en el grado de lesión pulmonar macroscópica inducida por los distintos 
aislados debido a que las diferencias que se encuentran entre grupos son progresivas y 
no permiten establecer categorías fácilmente identificables y delimitadas. 
 
Finalmente, en lo que se refiere al análisis de las lesiones pulmonares 
macroscópicas, hay que destacar que posiblemente la diferencia más importante entre 
los estudios americanos y el nuestro radica en los valores medios de superficie 
pulmonar afectada, que han sido notoriamente más bajos en nuestro estudio. A primera 
vista esta disparidad podría atribuirse a las características inherentes a cada genotipo, 
con una menor capacidad de inducción de lesión pulmonar en los aislados del genotipo 
I, como ya se propuso tras la evaluación de la cepa Lelystad en comparación con dos 
aislados de origen americano (Halbur et al., 1995) y, aunque de forma menos clara, 
queda reflejada en nuestro estudio, con valores medios registrados de superficie 
pulmonar afectada de 11,5% frente a 14,6% en la primera semana p.i., 7,2% frente a 
17,4% en la segunda semana p.i. y 3,9% frente a 11,1% en la tercera semana p.i. para 
aislados de genotipo I y de genotipo II, respectivamente. No obstante, nuestros 
resultados para los aislados de genotipo II han sido innegablemente más bajos que los 
obtenidos por Halbur et al. (1996b) en el estudio más amplio y sistemático realizado 
con aislados de genotipo II y, aunque los días p.i. de evaluación de lesión pulmonar no 
han sido totalmente coincidentes entre ambos estudios, parece claro que otros factores 
deben haber jugado un papel importante en las diferencias. Entre ellos el más plausible 
es la diferencia en el modelo experimental, ya que Halbur et al. (1996b) han utilizado 
lechones obtenidos por cesárea y privados de calostro, que, en sus propias palabras, ha 
demostrado ser un modelo mucho más sensible que otros para valorar las lesiones 
pulmonares derivadas de la infección por el VSRRP.   
 
Finalmente, en nuestro estudio hemos utilizado parámetros virológicos, 




la eliminación del mismo por distintas rutas. La ventaja fundamental de los parámetros 
virológicos es que, al contrario de lo sucedido en el resto de parámetros, sobre todo en 
la valoración clínica y las lesiones macroscópicas, la variabilidad individual fue mucho 
menor, obteniéndose una dispersión nimia en los datos registrados para un mismo grupo 
experimental, lo que le da una gran solidez a la comparación entre grupos. En este 
sentido, cuando se analizaron los resultados de la determinación de la viremia, lo 
primero que destacó es que ésta se extendió desde al menos el primer día de toma de 
sangre tras el desafío hasta el final del experimento en todos los animales de todos los 
grupos experimentales, con la única excepción de uno de los animales pertenecientes al 
grupo inoculado con EU-13 en el que no se pudo detectar la presencia del virus en las 
muestras de sangre obtenidas en los días 18 y 21 p.i. En lo que se refiere a la carga 
vírica, las diferencias en la cantidad de virus encontrada en cada uno de los 
componentes de un mismo grupo experimental en cada uno de los días del experimento 
fueron insignificantes, como lo muestra el hecho de que la desviación estándar respecto 
a la media sólo en contadas ocasiones fue superior a 0,5 log/ml, indicando una 
homogeneidad enorme en el nivel de replicación de cada uno de los aislados víricos, 
con independencia de las características individuales de los animales en los que se 
replicara. 
 
Sin embargo, aunque el nivel de replicación alcanzado en los distintos 
componentes de cada grupo en cada uno de los días de estudio fue similar, sí se 
observaron diferencias entre grupos. Lo primero que llama la atención es que, los 
aislados de campo tuvieron un nivel de replicación visiblemente superior al de las cepas 
vacunales durante todo el estudio, mostrando la comparación de los valores medios de 
los grupos vacunales y los valores medios de los aislados de campo una diferencia 
mantenida de en torno a 3 log/ml a lo largo de todo el estudio. Cuando los títulos víricos 
alcanzados por cada aislado de campo en las muestras de suero se comparan de forma 
individual con los valores obtenidos para las cepas vacunales, las diferencias ostensibles 
en los niveles de replicación se mantienen en todos los casos con la única excepción del 
aislado EU-13, cuya replicación in vivo estuvo manifiestamente más próxima a la de las 
cepas vacunales que a los aislados de campo, replicándose sólo en torno a 1 log/ml por 
encima de primeras y estando, como consecuencia, más alejada de las segundas, así 
como del Grupo Control Positivo, con el cual mantuvo diferencias de aproximadamente 
2 log/ml durante las dos primeras semanas del estudio, disminuyendo la diferencia 
ligeramente durante la última semana del experimento. Por tanto, el análisis de los datos 
obtenidos para este aislado de campo demuestra que presenta niveles de replicación 
muy inferiores a los que son habituales en los aislados de campo y se sitúa muy 
próximo al que define a las cepas atenuadas utilizadas en la elaboración de vacunas. 
Esta característica es excepcional, siendo la primera vez que, en nuestro conocimiento, 
se comunica la existencia de aislados del VSRRP con una menor capacidad natural de 
replicación en su hospedador, proviniendo todos los datos disponibles de baja 
replicación de estudios realizados con aislados atenuados experimentalmente en el 
laboratorio para la evaluación de vacunas. 
 
Cuando la replicación del resto de nuestros aislados se comparó con la del Grupo 
Control Positivo se observó que, el comportamiento del Control Positivo en términos de 
viremia, fue menos poderoso que en otros parámetros, situándose exactamente en la 
media de los aislados de campo en prácticamente todos los días de muestreo por lo que, 
en la mayoría de casos, el nivel de replicación fue similar entre los aislados de campo y 




algunos aislados que sobrepasaron manifiestamente la capacidad de replicación del 
Control Positivo in vivo. Entre ellos destacan cuatro aislados, EU- 10, EU-17, EU-16 y 
EU-18, que sistemáticamente en todos los días del estudio mostraron replicarse más 
eficientemente en el hospedador que el aislado AM-4. En particular, los grupos EU-10 y 
EU-17 mostraron diferencias de entre 1 y 1,5 log/ml desde el comienzo del experimento 
hasta el día 14 p.i., manteniéndose diferencias algo menores, pero claras, durante la 
última semana del estudio. En el caso de los aislados EU-16 y EU-18, las diferencias en 
el título vírico en las muestras de suero de los animales inoculados experimentalmente 
fueron menos marcadas, pero mantenidas, con valores de viremia que excedieron en 
aproximadamente 0,5 log/ml a los de los animales del Grupo Control Positivo a lo largo 
de todo el estudio.  
 
Asimismo, ha habido aislados que se han replicado de forma ligeramente menos 
eficiente que AM-4, aunque con valores nunca comparables a los obtenidos para el 
aislado EU-13 y muy alejados de los valores medios de las cepas vacunales. Entre estos 
aislados menos eficientes en su replicación podemos destacar, además de a EU-13, a 
tres aislados de genotipo I. El primero de ellos es el aislado de Europa Occidental EU-2, 
para el cual se han registrado valores medios de viremia inferiores a los del Grupo 
Control Positivo en todos los días de estudio, salvo en el día 9 p.i. y en el día 21 p.i., 
con diferencias que oscilaron entre 0,1 y 0,9 log/ml, según el día considerado. El 
segundo aislado que ha mostrado una capacidad de replicación ligeramente inferior al 
del Control Positivo ha sido el aislado EU-19, de origen danés, que ha presentado 
valores entre 0,1 y 0,7 log/ml más bajos que el Control Positivo en todos los días del 
experimento salvo en el día 9 p.i. Finalmente, el grupo inoculado con el aislado Sp-20 
ha tenido valores de viremia de hasta 1 log/ml menores que los del Grupo Control 
Positivo durante la primera semana p.i., aunque posteriormente los registros de viremia 
se han igualado a los del Grupo Control Positivo. En el resto de grupos experimentales 
no se han observado diferencias destacables respecto al Grupo Control Positivo, por lo 
que se les ha asignado una capacidad “media” de replicación. 
 
Hay que destacar que nuestros registros de viremia son distintos a los obtenidos 
previamente en animales adultos infectados con aislados del genotipo I, en los cuales la 
duración de la viremia tiende a ser menor — siendo la mayoría de los animales 
negativos por aislamiento vírico a partir del final de la segunda semana p.i. — al igual 
que la intensidad de la misma, con registros medios ligeramente inferiores, en términos 
generales, a los obtenidos en lechones (Prieto et al., 1996, 2003; Scortti et al., 2007). 
Incluso en animales en crecimiento, pero de más edad, se han registrado títulos víricos 
en el suero menores que los registrados en nuestro estudio y una tendencia al 
acortamiento de la viremia cuando se han utilizado animales seronegativos como 
controles no vacunados pero infectados en pruebas de protección (Labarque et al., 2003, 
2004; Prieto et al., 2008). Estos datos confirman la necesidad de tener el modelo 
experimental, incluyendo la edad de los animales, estrictamente definido para poder 
establecer comparaciones entre aislados ya que queda patente que la inoculación de 
animales de distinta edad puede dar lugar a viremias ligeramente diferentes, tanto en 
duración como en intensidad. 
 
Los resultados de nuestro estudio, en lo que se refiere a la evaluación de la 
capacidad de replicación del virus, medida por la intensidad de la viremia en los 
animales inoculados, permite establecer cuatro grupos distintos. El primero estaría 




una gran capacidad de replicación en el hospedador, alcanzando títulos víricos en sangre 
circulante superiores en al menos 0,5 log/ml a los del Grupo Control Positivo y a los 
valores medios de los aislados de campo. Aislados de este tipo, con una capacidad de 
replicación alta, es más, superior también a la cepa que hemos utilizado en nuestro 
estudio como Control Positivo han sido descritas previamente (Johnson et al., 2004), 
atribuyéndoseles características de alta virulencia, tanto por su capacidad de replicación 
como por la sintomatología estudiada. El segundo grupo estaría integrado por la 
inmensa mayoría de los aislados estudiados que se caracterizan por provocar una 
intensidad de viremia similar al Control Positivo y que se sitúa en la media de todos los 
grupos estudiados. El tercer grupo incluiría tres aislados, EU-2, EU-19 y Sp-20, que 
tienen una capacidad de replicación ligeramente inferior a la media de los aislados de 
campo y al Control Positivo, aunque siempre con diferencias moderadas. Finalmente, el 
cuarto grupo estaría representado por un único aislado, cuya capacidad de replicación en 
el hospedador es muy limitada respecto a la que exhiben el resto de aislados de campo, 
siendo, en términos generales, comparable a la de las cepas vacunales. 
 
Otro parámetro virológico analizado fue la distribución orgánica del virus, que se 
estudió desde dos puntos de vista: la frecuencia de aislamiento en los distintos órganos 
y la carga vírica en cada órgano analizado. Los resultados obtenidos indican que, de 
forma general, el virus se distribuye ampliamente por el organismo tras la infección, 
siendo posible aislarlo de múltiples localizaciones. No obstante, la frecuencia de 
aislamiento cambia dependiendo del órgano considerado, el tiempo transcurrido tras la 
infección y el aislado implicado. En este sentido, la frecuencia de aislamiento a partir de 
las muestras de tejido recogidas en la necropsia de los animales de los distintos grupos 
fue mayor en el día 7 p.i., momento en el que el 96% de las muestras analizadas fueron 
positivas, para ir disminuyendo progresivamente en los días siguientes, siendo el 
porcentaje de muestras positivas el 89% y el 77%, en los días 14 y 21 p.i., 
respectivamente. La disminución en la frecuencia de aislamiento del virus era esperada 
ya que en un estudio previo que había estudiado la distribución temporal de un aislado 
español del virus en verracos había descubierto una caída en el número de órganos 
positivos acorde con el paso del tiempo tras la infección (Prieto et al., 2004). Estos 
mismos resultados han sido obtenidos tras infecciones de animales jóvenes por otros 
autores, como Rossow et al. (1994), quienes aislaron el virus con menor frecuencia en 
el día 28 p.i. que en el día 7 p.i. tras la infección experimental de lechones de 1, 4 ó 10 
semanas de vida, o Haynes et al. (1997) quienes detectaron el ácido nucleico del virus 
en distintos órganos con una frecuencia superior en el día 10 p.i. que en el día 21 ó el 
día 28 p.i.  
 
Además, la frecuencia de aislamiento cambia según el órgano considerado, siendo 
la tonsila el órgano donde más frecuentemente se aisló el virus, con un 100% de 
muestras positivas en el día 7 p.i. y un 99% en los días 14 y 21 p.i., seguido por el 
pulmón, en el que el 99% de las muestras fueron positivas en los días 7 y 14 p.i. y el 
96% en el día 21 p.i.. Por el contrario, los órganos donde la frecuencia de aislamiento 
fue más baja, con independencia del día considerado, fueron el bazo y el íleon, que 
presentaron porcentajes medios de positividad del 64% y el 61%, respectivamente al 
final de la primera semana p.i., del 54% y el 46% al final de la segunda y del 44% y el 
34% al final del experimento. Asimismo, hubo localizaciones en las que la frecuencia 
de aislamiento cayó bruscamente a lo largo del desarrollo del estudio. Es el caso del 
timo, donde se detectó la presencia del virus en un 91% de las muestras en el día 7 p.i., 




muestras positivas al final del estudio. Una caída notable en la frecuencia de aislamiento 
se produjo también en los nódulos linfáticos inguinales superficiales y mesentéricos, 
pero en este caso sólo al final del estudio, momento en el que la frecuencia de 
aislamiento en estas localizaciones osciló entre un 48% y un 56%. En el resto de los 
nódulos linfáticos analizados la frecuencia de aislamiento fue menor que la registrada en 
el pulmón y la tonsila pero se mantuvo relativamente estable a lo largo del estudio, con 
porcentajes de positividad de entre el 76% y el 96%.  
 
Los resultados de distribución orgánica encontrados en nuestro estudio son 
similares a los comunicados previamente por Prieto et al. (2004), quienes obtuvieron 
una frecuencia de aislamiento superior en tonsila, pulmón y algunos nódulos linfáticos 
que en otras localizaciones orgánicas para animales adultos inoculados con un aislado 
español del VSRRP, o los comunicados para animales en crecimiento por otros autores, 
como Halbur et al. (1995) que han indicado que el virus se encuentra presente de forma 
prácticamente constante en muestras de pulmón y tonsilas, aislándose con frecuencias 
ligeramente inferiores en distintos nódulos linfáticos y de forma esporádica en muestras 
de cerebro, Rossow et al. (1995), quienes aíslan el virus de forma sistemática en 
muestras de pulmón, tonsila y nódulo linfático submandibular pero no de bazo o timo, o 
Haynes et al. (1997), que detectan el ácido nucleico del virus más frecuentemente en 
pulmón, tonsila y ciertos nódulos linfáticos que en bazo o timo. Incluso en la 
comparación de la distribución orgánica de tres aislados distintos del VSRRP Halbur et 
al. (1996a) determinan que el virus está presente de forma constante en la tonsila y el 
pulmón de todos los animales, con independencia del aislado utilizado en la inoculación 
experimental, hasta el final del estudio en el día 28 p.i.  
 
Finalmente, el aislado considerado también influyó en la frecuencia de 
aislamiento como demuestran nuestros resultados. No obstante, al igual que sucedió en 
la evaluación de la viremia, los resultados del Control Positivo no sirvieron como 
referencia ya que la frecuencia de aislamiento a partir de las distintas muestras de 
tejidos recogidas en la necropsia de los animales no difirió de la que obtuvimos, como 
media, de los aislados de campo. Como consecuencia, para catalogar a los aislados de 
campo en función de este parámetro, los datos de frecuencia de aislamiento se han 
referido al valor medio obtenido para todos los grupos. Las comparaciones realizadas 
indican que el aislado que se aisló con más frecuencia fue EU-10, que tuvo valores 
significativamente superiores a la media en todos los días considerados (96% de 
muestras positivas frente a un 85% de media en el día 7 p.i.; 93% frente a 77% en el día 
14 p.i. y 80% frente a 65% en el día 21 p.i.), seguido por los aislados EU-16 y EU-17 
cuya frecuencia de aislamiento fue también notable. Además, otros aislados, como EU-
18, Sp-5, Sp-3, Sp-13, Sp-27 y EU-9, se aislaron con frecuencias superiores a la media 
durante todo el estudio. En el extremo opuesto se sitúa el aislado EU-13, con una 
frecuencia de aislamiento muy inferior a la media en todos los días de estudio. En 
concreto los datos obtenidos indican un porcentaje de muestras positivas del 55%, 51% 
y 35% en los días 7, 14 y 21 p.i., respectivamente. Una frecuencia de aislamiento 
inferior a la media, aunque mucho menos marcada que la registrada para EU-13, se 
observó también en los aislados EU-15, EU-19, Sp-16, Sp-2 y EU-2, destacando 
especialmente, por su baja frecuencia de aislamiento EU-15 y EU-19. El resto de 
aislados tuvieron un comportamiento similar a la media, encontrándose algunos días del 
estudio ligeramente por encima y otros ligeramente por debajo de la media. Diferencias 
en la frecuencia de aislamiento, o de detección mediante tinciones específicas de 




americanos del virus. Así, Halbur et al. (1996b) encontraron diferencias en la frecuencia 
de aislamiento del virus en muestras de pulmón procedentes de animales inoculados 
experimentalmente con distintos aislados y también en la distribución del antígeno en 
cortes de tejido cuando se analizaron por inmunohistoquímica (Halbur et al., 1996a) y 
Haynes et al. (1997) detectaron el ácido nucleico del virus mediante hibridación in situ 
con una frecuencia diferente en los dos aislados analizados. 
 
Con respecto a la carga vírica encontrada en los distintos órganos recogidos en la 
necropsia los valores obtenidos en nuestro estudio son similares a los que previamente 
habíamos encontrado en animales adultos (Prieto et al., 2004), con títulos víricos que 
oscilan según el órgano analizado y el día de recogida en un rango de entre 2 log/g y 4,5 
log/g. Sin embargo, nuestros resultados discrepan con los del único trabajo publicado en 
el que se cuantifica la carga vírica presente en los tejidos de lechones infectados de 
forma experimental con un aislado del genotipo II (Rossow et al., 1995). 
Específicamente,  en nuestro trabajo, los títulos víricos alcanzados fueron notablemente 
superiores a los comunicados por estos autores. Aunque diferencias en los aislados 
utilizados en ambos estudios pueden haber jugado un papel en esta discrepancia, 
especialmente teniendo en cuenta que se trata de aislados de genotipos distintos, 
creemos que las diferencias son atribuibles, al menos en gran medida, al sistema celular 
utilizado en el aislamiento vírico en ambos estudios, cultivos primarios de MAP en 
nuestro caso y cultivos de la línea celular estable CL-2621 en el de Rossow et al. 
(1995), ya que la sensibilidad a la infección es inferior en las líneas celulares estables 
que en los cultivos de MAP, como ha quedado demostrado en nuestro estudio por la 
comparación de los resultados de aislamiento de los virus de genotipo II en cultivos 
primarios y en líneas celulares estables.  
  
Con los títulos víricos obtenidos en los distintos órganos sucedió lo mismo que 
con la frecuencia de aislamiento, es decir, éstos estuvieron condicionados por la 
conjunción de tres factores: el tiempo transcurrido desde la infección, el órgano 
considerado y el aislado causante de la infección. En relación con el tiempo transcurrido 
tras la infección, como norma, la cantidad de virus presente en las distintas muestras fue 
disminuyendo con el transcurso del tiempo. Esta disminución en la carga vírica en los 
distintos órganos estudiados era previsible, teniendo en cuenta el curso normal de la 
infección por el virus, y es coincidente con los datos encontrados en estudios previos 
realizados por nosotros mismos, en los que inoculando verracos con el aislado 5710 
(Sp-2) y realizando sacrificios secuenciales vimos como la carga vírica en los distintos 
órganos iba disminuyendo con el tiempo hasta que en el día 37 p.i. todos los órganos 
recogidos fueron negativos por aislamiento vírico (Prieto et al., 2004), o por otros como 
Halbur et al. (1996a), quienes determinaron una disminución en la cantidad de antígeno, 
detectado por inmunohistoquímica, presente en los tejidos a partir del día 7 p.i. y hasta 
el día 28 p.i., momento en que terminaba su estudio.  
 
El segundo factor que influyó en la cantidad de virus presente en la muestra fue el 
órgano estudiado, detectándose diferencias significativas en la carga vírica en un mismo 
día p.i. en función de la muestra considerada. Así, los títulos más altos se registraron 
sistemáticamente en las muestras de tonsila y pulmón, con independencia del día p.i. de 
obtención de la muestra, mientras que en el extremo opuesto estuvieron el bazo y el 
íleon, órganos en los que se anotaron los valores más bajos a lo largo de todo el estudio. 
Finalmente, entre ambos valores se situaron los de la inmensa mayoría de los nódulos 




el estudio realizado en verracos, en el que la cantidad de virus encontrada en tonsila y 
pulmón fue superior a la encontrada en bazo o timo (Prieto et al., 2004), o los obtenidos 
en otros estudios, como el de Halbur et al. (1996a), mediante inmunohistoquímica 
determinaron la presencia de distinta cantidad de antígeno en los distintos órganos 
analizados.  
 
Por último, el aislado considerado tiene una gran influencia en el título medio 
alcanzado en los distintos órganos. Al igual que había sucedido con la frecuencia de 
aislamiento, nuestro Control Positivo se comportó exactamente igual que la media de 
los aislados de campo en relación con la cantidad de virus presente en las muestras de 
tejido, sin que la infección diera lugar a una replicación exacerbada de esta cepa en las 
distintas localizaciones orgánicas estudiadas. Por el contrario, ha habido algunos 
aislados de campo que han destacado sobre los demás por su replicación eficaz. Entre 
ellos, merece especial mención el aislado EU-10, cuya capacidad de replicación ha 
quedado puesta de manifiesto por el título medio obtenido en cada uno de los días de 
estudio que se ha situado en torno a 0,5 log/g por encima de la media. Los datos de este 
aislado van seguidos a corta distancia por los de EU-17 y los de EU-16 para los que se 
han obtenido títulos medios de entre 0,2 y 0,7 log/g superiores a la media de los aislados 
de campo, y, de forma menos constante, por los de EU-18, Sp-5 y Sp-13 que se 
replicaron a títulos superiores al promedio obtenido para los aislados de campo en los 
distintos órganos analizados. Por el contrario, hubo una serie de aislados que tuvieron 
sistemáticamente una replicación más pobre. El caso más llamativo, una vez más, es el 
del aislado EU-13 cuyo título medio fue el más bajo de todos los aislados de campo 
estudiados en todos los días de estudio, registrando valores medios entre 0,8 y 1,2 log/g 
inferiores a la media de los aislados de campo. Además, hubo otros aislados cuya 
replicación media, sin ser tan baja como la de EU-13, fue significativamente inferior a 
la media, como es el caso de EU-19, Sp-2 y EU-15, cuyos títulos medios estuvieron 
entre 0,2 y 0,5 log/g por debajo de los de la media de los aislados de campo, 
dependiendo del aislado y el día p.i. considerado. Finalmente, hubo otro grupo de 
aislados cuyos valores de replicación se aproximaron a la media, situándose o muy 
próximos a la misma tanto por encima como por debajo, o saltando a un lado y otro de 
la media en función del momento p.i. analizado. 
 
La clasificación de los aislados en función de los resultados de distribución 
orgánica es realmente complicada, en este caso no por la variabilidad individual, que es 
mucho menor que la encontrada en otros parámetros como valoración clínica, grado de 
lesión o incluso registro de temperatura, sino por la complejidad del análisis, al tener 
que considerar distintas variables como son la frecuencia de aislamiento, el título vírico 
obtenido, la diversidad de órganos analizados y el momento p.i. considerado. Dado que 
el comportamiento de un número significativo de aislados cambió en función de alguno 
de estos parámetros pero no de todos, una calificación precisa ha sido imposible. 
Además, el hecho de que el Control Positivo tuviera un comportamiento similar a la 
media de los aislados de campo en la mayoría de los casos contribuyó a dificultar la 
clasificación, al no tener una referencia clara. No obstante, y aunque hay que tomar con 
precaución los datos aquí expuestos, se pueden establecer algunos grupos en función de 
la frecuencia de aislamiento y de la capacidad de replicación en los órganos analizados 
de cada aislado. Si nos fijamos en la frecuencia de aislamiento, tendríamos un primer 
grupo cuya distribución orgánica fue significativamente superior a la media, en el que se 
incluyen tres aislados: EU-10, EU-17 y EU-16. Un segundo grupo tendría una 




más cambiante y no tan claramente superior a la media. En este grupo se incluyen 
aislados como EU-18, EU-9, Sp-5, Sp-3, Sp-13 y Sp-27. Por el contrario, hubo un grupo 
de aislados cuya frecuencia de aislamiento fue inferior a la media, aunque las 
diferencias no fueron muy llamativas. En él se incluyen los aislados EU-15, EU-19, Sp-
22 y EU-2. Como va siendo habitual, podemos establecer otro grupo constituido por un 
único aislado, EU-13, cuya frecuencia de aislamiento fue significativamente inferior a la 
media. Por último, el resto de aislados estudiados mostró una distribución similar al 
promedio de todos los aislados y similar también al Grupo Control Positivo. 
 
Si nos basamos en la carga vírica en los tejidos analizados para hacer la 
clasificación de los aislados, obtenemos grupos en algunos casos coincidentes con los 
de frecuencia de aislamiento y en otros similares. Así, el grupo de aislados que se 
replican a un nivel significativamente superior al promedio estaría constituido por los 
aislados EU-10, EU-17 y EU-16. Un segundo grupo, con una replicación superior a la 
media pero con diferencias menos significativas estaría constituido por los aislados EU-
18, Sp-5 y Sp-13. El grupo con replicación inferior al promedio de todos los grupos, 
pero con diferencias moderadas respecto a éste, está integrado por los aislados EU-15, 
EU-2 y Sp-2, mientras que el grupo que presenta un nivel de replicación 
significativamente inferior a la media estaría integrado por los grupos EU-13 y EU-19. 
Finalmente, el resto de grupos mostrarían unos valores similares al promedio de todos 
los grupos.  
 
Finalmente, uno de los parámetros que se asocia con frecuencia a la virulencia de 
un aislado es su capacidad de diseminación (van der Linden et al., 2003; Cho et al., 
2007), que, al menos en teoría, guarda relación directa con la frecuencia de eliminación 
(Cho et al., 2006). Por tanto, el último parámetro que estudiamos en nuestro 
experimento fue la frecuencia de eliminación de virus por distintas rutas, incluyendo 
orina, secreciones nasales y heces, determinando también la carga vírica presente en las 
mismas. En cuanto a la presencia del virus en las muestras de orina, la frecuencia de 
aislamiento fue baja a lo largo de todo el estudio, pero especialmente en el día 21 p.i., 
momento en el que sólo en 6 grupos experimentales se detectó un animal positivo. Por 
el contrario, en los días previos (7 y 14 p.i.) el virus se pudo detectar en la mayoría de 
los grupos experimentales con la notable excepción del grupo inoculado con EU-13, en 
el que nunca se llegó a detectar la eliminación por esta ruta. Igualmente baja ha sido la 
frecuencia de aislamiento en el caso de los aislados Sp-28, EU-1, EU-12 y EU-19, en 
los que sólo se ha detectado el virus en una muestra de orina en el día 7 p.i. Por el 
contrario, la frecuencia más alta de aislamiento se detectó en los grupos inoculados con 
los  aislados Sp-13, Sp-27, EU-17, EU-18, AM-4 y AM-5, en los que el 40% de las 
muestras fueron positivas en los días 7 y 14 p.i. En el resto de los aislados la frecuencia 
de aislamiento ha sido ligeramente inferior, pudiendo registrarse hasta un 40% de 
muestras positivas, pero en un solo día p.i., en combinación con aislamientos menos 
frecuentes en otros momentos. Acompañando a la baja frecuencia de aislamiento, se han 
registrado títulos víricos más bajos que en otras muestras y siempre cercanos al límite 
de detección ya que han oscilado entre 1 log y 1,5 log/ml de orina. No obstante, la 
frecuencia de aislamiento a partir del muestras de orina en lechones inoculados 
experimentalmente ha sido más baja que la nuestra tanto en el trabajo publicado por 
Rossow et al. (1994), que sólo obtienen resultados positivos en 1 muestra de las 19 que 
procesan, como en el de Wills et al. (1997), quienes detectan dos muestras positivas de 





En las secreciones nasales el virus se detectó frecuentemente en los primeros días 
tras la inoculación, especialmente entre los días 3 y 12 p.i., disminuyendo de forma 
drástica la frecuencia de aislamiento a partir de ese momento. Una vez más, fue 
imposible detectar el virus en ninguna muestra proveniente de los animales expuestos al 
aislado EU-13, indicando su baja capacidad de eliminación. Asimismo, se obtuvieron 
frecuencias bajas de eliminación en los aislados EU-2, EU-12 y EU-19, ya que sólo un 
animal fue positivo en cada uno de estos grupos y siempre en el día 7 p.i. Por el 
contrario, las frecuencias más elevadas de aislamiento se registraron para EU-17, EU-
16, Sp-28, Sp-22, Sp-12 y Sp-24, detectándose el virus de forma general hasta el día 12 
p.i. y sólo excepcionalmente hasta el día 14 p.i. Igualmente que había sucedido en las 
muestras de orina, los títulos víricos encontrados en las secreciones nasales estuvieron 
próximos al límite de detección a lo largo de todo el estudio. Tanto la frecuencia y 
distribución temporal del aislamiento como el título vírico obtenido, han sido similares 
a los encontrados por nuestro grupo de investigación en estudios previos llevados a cabo 
en verracos (Prieto et al., 2004) y los comunicados por Yoon et al. (1993) tras la 
inoculación experimental de lechones de 3 semanas con un aislado de origen americano. 
Sin embargo, han diferido notoriamente de los resultados obtenidos por Rossow et al. 
(1994), quienes aislaron el virus con muy baja frecuencia y sólo en el día 21 p.i. Una 
vez más, las diferencias se pueden atribuir a la línea celular utilizada para el aislamiento 
ya que tanto en el trabajo de Prieto et al. (2004) como en el de Yoon et al. (1993) se 
utilizaron cultivos primarios de MAP, mientras que Rossow et al. (1994) utilizaron 
cultivos de la línea celular estable CL-2621.  
 
En las heces la dinámica de eliminación fue distinta a la observada en las 
secreciones nasales ya que la frecuencia mayor de eliminación se registró a partir del día 
7 p.i., manteniéndose un porcentaje significativo de animales positivos al final del 
experimento en el día 21 p.i. Por el contrario, en los primeros días después de la 
inoculación, la frecuencia de eliminación fue muy baja, oscilando entre la ausencia de 
eliminación y un 40% de positividad, según el día y el grupo estudiado. Este patrón de 
eliminación se corresponde con el encontrado por Yoon et al. (1993) y Ramírez et al. 
(2009), quienes detectaron el virus con mucha frecuencia en las muestras recogidas en 
lechones inoculados experimentalmente a partir de la segunda semana p.i., siendo 
menor la tasa de positividad en los primeros momentos tras la inoculación experimental 
y con los resultados de nuestro trabajo en verracos (Prieto et al., 2004). Sin embargo, 
difieren radicalmente de los resultados de Rossow et al. (1994), que sólo encontraron el 
virus en dos de las muestras recogidas y de los de Wills et al. (1997), que no fueron 
capaces de aislarlo de ninguna muestra de heces. En lo que se refiere a la frecuencia 
relativa de eliminación, lo más destacable es que, una vez más, el virus no pudo 
detectarse en ninguna muestra procedente de los animales inoculados con el aislado EU-
13, lo que, lo convierte en el único aislado cuya eliminación no ha podido ser detectada 
por ninguna de las vías analizadas. Asimismo, también en el caso de las heces se 
mantiene la baja frecuencia de eliminación de los aislados EU-2, EU-12, EU-15 y EU-
19, aunque en todos los casos se pudo detectar alguna muestra positiva. El resto de 
aislados se eliminaron en las heces con una frecuencia relativamente alta y sin que fuera 
posible establecer diferencias manifiestas entre ellos. En lo que se refiere a la carga 
vírica, una vez más la cantidad de virus eliminada por esta vía estuvo en el límite de 
detección. 
 
Las diferencias en la dinámica de eliminación del VSRRP por distintas rutas 




primeros días tras la inoculación y la eliminación en las heces en la segunda y tercera 
semana p.i. ya ha sido descrita previamente por nuestro grupo de investigación en un 
estudio realizado en verracos, en el cual se determinó la frecuencia de eliminación por 
distintas vías (Prieto et al., 2004), confirmando los resultados actuales los encontrados 
en aquel trabajo, con independencia del aislado que cause la infección. 
 
Considerando la eliminación de virus de forma global, se puede decir que la 
mayoría de los aislados utilizados en el estudio se eliminaron por todas las vías 
estudiadas con mayor o menor frecuencia, con la única excepción de EU-13 que no 
pudo ser detectado en ningún momento del estudio. Por su baja frecuencia de 
eliminación destacaron los aislados EU-2, EU-12 y EU-19, que presentaron una 
tendencia a eliminarse en menor proporción que otros. Por el contrario, no hubo ningún 
aislado que destacara por tener una alta frecuencia de eliminación, quizá con la salvedad 
de los aislados EU-16, EU-17 y Sp-28, que se han eliminado con mayor frecuencia que 
otros en secreciones nasales. En lo que se refiere a la cantidad de virus eliminada, ésta 
fue muy similar en todas las muestras analizadas, estando siempre próxima al límite de 
detección de la técnica, lo que indica que no se eliminan cantidades grandes de virus 
con independencia del aislado con el que se hayan inoculado los animales. La 
distribución de aislados en función de su frecuencia de eliminación y de la intensidad de 
la excreción de virus no permite hacer una clasificación de los mismos, con la salvedad 
del aislado EU-13 que fue el único que no pudo ser detectado y, posiblemente, de los 
aislados EU-2, EU-12 y EU-12 que se eliminaron con menos frecuencia. En el resto de 
los casos ni la frecuencia de aislamiento ni la cantidad de virus encontrada difirieron 
significativamente entre grupos.  
 
Estos resultados no son del todo inesperados ya que, por un lado la frecuencia de 
aislamiento o detección en este tipo de muestras parece ser baja, como se ha demostrado 
en estudios previos (Prieto et al., 2004, Cho et al., 2006) y por otro la cantidad de virus 
eliminada es mínima, con independencia de la virulencia del aislado con el que se han 
inoculado los animales, según han demostrado Cho et al. (2006, 2007), lo que a su vez 
puede condicionar la capacidad de detección del virus. Por otra parte, el hecho de que 
los aislados que han presentado una mayor carga vírica en las muestras de suero o en 
órganos no tengan también una mayor concentración en hisopos, aunque llamativo en 
un principio, se corresponde con los resultados comunicados por otros autores que, 
comparando dos aislados de genotipo II, uno poco patógeno y otro de elevada 
patogenicidad, detectaron diferencias significativas en la concentración de virus en 
sangre pero no en hisopos nasales (Cho et al., 2007). No obstante, estos autores 
concluyen que el aislado más virulento se transmite más eficientemente, por lo que 
otros factores deben intervenir en la capacidad de transmisión, parámetro que sí está 
directamente relacionado con la virulencia de un aislado. Entre estos factores podrían 
incluirse la frecuencia de eliminación que, si es más alta, puede dar lugar a una carga 
vírica más alta en el ambiente y la dosis infectiva mínima necesaria para producir la 
infección en cada aislado. En nuestro estudio tampoco parece que la frecuencia de 
aislamiento sea muy superior en los aislados que han producido más síntomas o se han 
replicado mejor, pero hay que tener en cuenta que la baja cantidad de virus eliminada 
junto con la pequeña cantidad de muestra que se analiza, especialmente en el caso de los 
hisopos nasales, puede condicionar la capacidad de detección mediante aislamiento 
vírico. Como consecuencia de todo lo anterior, podemos concluir que para determinar si 
un aislado tiene mayor capacidad de transmisibilidad, factor relacionado con la 




a animales susceptibles a otros individuos previamente infectados y comprobar la 
frecuencia de transmisión. Por el contrario, la determinación indirecta de la capacidad 
de transmisión, mediante la detección del virus en distintas secreciones y excreciones 
parece no ser un método totalmente fiable para dirimir este particular. 
 
La finalidad principal de este objetivo de la Tesis Doctoral ha sido establecer una 
clasificación objetiva de aislados del VSRRP en función de su virulencia. Los 
resultados de nuestro estudio permiten no solo realizar esta tipificación sino también 
establecer un modelo de clasificación que sirve para catalogar cualquier aislado del 
virus mediante la evaluación de una serie de parámetros en animales seronegativos 
expuestos al virus a las tres semanas de vida. En el diseño inicial de nuestro 
experimento decidimos evaluar, como medidas que podrían dar una indicación de cuál 
es la virulencia de un aislado cualquiera, una serie de parámetros que incluyen 
valoraciones tanto clínicas como virológicas. En los aspectos clínicos hemos puntuado 
tres parámetros: 1. la aparición, la intensidad y la duración de la fiebre tras la 
inoculación experimental, 2. la gravedad de la sintomatología observada y 3. la 
aparición y la extensión de las lesiones pulmonares macroscópicas. Tras evaluar 27 
aislados de campo, 4 cepas vacunales y 1 cepa clasificada como de alta virulencia, 
hemos desechado como parámetro sólido de clasificación el grado de lesión pulmonar 
desarrollado tras la infección debido a la conjunción de dos factores. Por un lado, la 
intensa variabilidad individual observada y la graduación progresiva en los valores 
medios de lesión ha dificultado el establecimiento de grupos bien delimitados, lo cual 
impide la catalogación de nuevos aislados en grupos bien definidos en función de este 
parámetro. Por otro lado, no se ha podido establecer una correlación unívoca entre la 
gravedad de la lesión pulmonar y otros criterios de clasificación de cepas, tanto clínicos 
como virológicos, existiendo aislados que han quedado rotundamente clasificados como 
altamente virulentos que no han presentado lesiones pulmonares sobresalientes, como es 
el caso del aislado EU-10, mientras que en otros casos se han registrado valores 
irrefutablemente altos de lesión pulmonar sin que esta clasificación se haya confirmado 
por ningún otro parámetro ni clínico ni virológico, como es el caso del aislado EU-12. 
Como consecuencia, en la evaluación clínica hemos utilizado como parámetros válidos 
de clasificación la aparición de fiebre tras la inoculación experimental y la gravedad de 
los signos clínicos derivados de la exposición al virus. 
 
En cuanto a los parámetros virológicos, en la clasificación de aislados incluimos 
originariamente otros tres criterios de clasificación: 1. la duración e intensidad de la 
viremia, 2. la extensión de la distribución orgánica, medida por la frecuencia de 
aislamiento del virus a partir de muestras los distintos órganos recogidos en la necropsia 
y la cuantificación de la cantidad de virus presente en cada muestra, y 3. la frecuencia 
de eliminación del virus por distintas vías. Igual que ha sucedido en el caso anterior, dos 
de estos parámetros han sido válidos mientras que el tercero, el que hace referencia a la 
eliminación del virus por distintas vías, ha tenido que ser rechazado. En este caso el 
rechazo se debe a dos razones. La primera de ellas es que los títulos obtenidos en las 
muestras positivas han sido muy similares, lo que no ha permitido establecer grupos en 
función de la carga vírica presente en cada muestra. La segunda es que, igual que ha 
pasado en el caso de las lesiones pulmonares, la frecuencia de aislamiento no siempre se 
ha correspondido con el resto de parámetros virológicos de forma que, aunque los 
aislados con poca capacidad de replicación han tendido a eliminarse con menor 
frecuencia, no ha sido posible establecer una relación entre una mayor capacidad de 




correspondencia entre la frecuencia de eliminación y ninguno de los parámetros clínicos 
admitidos como válidos para la clasificación de aislados. 
 
Como consecuencia de todo lo anteriormente expuesto hemos fijado un criterio de 
clasificación de aislados basado en la evaluación de datos clínicos y virológicos. Para la 
evaluación clínica se tienen en cuenta la aparición, intensidad y frecuencia de la fiebre 
tras la inoculación experimental y la gravedad de los signos clínicos derivados de la 
exposición al virus. En la evaluación virológica hay que incluir la duración e intensidad 
de la viremia y la distribución orgánica del virus, considerando tanto la frecuencia de 
aislamiento como la cantidad de virus presente en las muestras analizadas. Además, en 
la calificación de los aislados de campo se ha incluido la comparación con un aislado de 
genotipo II considerado altamente virulento y con cuatro cepas vacunales, clasificados 
siguiendo este mismo criterio, que han actuado como referencia de cepas de alta y baja 
patogenicidad, respectivamente. La aplicación de nuestro baremo nos ha indicado que, 
en términos clínicos, los controles siguen el comportamiento esperado, sentando una 
referencia sólida con la que comparar los datos obtenidos para los aislados de campo. 
Sin embargo, en términos virológicos la respuesta no ha sido la esperada, ya que la 
replicación del aislado utilizado como Control Positivo no ha sido superior a la de los 
aislados de campo, sino que, por el contrario, se ha situado en valores próximos a la 
media, indicando una capacidad de replicación convencional. Este fenómeno creemos 
que es atribuible al hecho de que se trata de un aislado de genotipo II que ha sido 
replicado in vitro en cultivos de la línea celular MARC-145 en lugar de replicarse en 
MAP, como los aislados del genotipo I. Es posible que, aunque los virus de este 
genotipo parecen mantener una capacidad de replicación razonable en ambos tipos 
celulares, el número limitado de pases realizado en MARC-145 haya disminuido de 
alguna forma la capacidad de replicación en MAP, lo que puede a su vez haber 
conducido a una menor capacidad de detección en este tipo celular. Es más, es posible 
que el inóculo contenga una población mixta, variando la capacidad de infección de 
cada tipo celular en función de las características de cada subpoblación, existiendo 
algunos virus que sólo se podrían replicar en MARC-145, otros que solo podrían 
hacerlo en MAP y una última población que infectaría ambos tipos celulares. Si esto es 
así, la carga vírica detectada estaría reflejando, debido a esta condición especial, una 
parte de la población total de virus existente, la parte que se puede replicar in vitro. Este 
tipo de fenómenos ya se han comunicado con anterioridad, indicando que los cultivos 
celulares miden virus infectivo, pero no necesariamente todas las partículas presentes en 
la preparación, aunque sean infectivas (Condit, 2001). 
 
Alternativamente, o de forma complementaria, la replicación del virus in vitro en 
líneas celulares estables puede haber limitado la capacidad de replicación del aislado en 
los animales, como ya se ha descrito anteriormente para aislados de genotipo II, en los 
que aparentemente, un número limitado de pases en cultivo celular puede reducir la 
replicación in vivo y también retrasar el pico de viremia (Chang et al., 2002). Este hecho 
podría tener consecuencias muy importantes en relación con los resultados de cualquier 
experimento que mida la dinámica de la infección en el hospedador, ya que estos 
pueden variar significativamente según el tipo de virus que se utilice en la infección, i.e. 
virus adaptados a cultivo celular o tras pases in vivo. Como consecuencia, hay que 
destacar que los resultados virológicos encontrados en nuestro estudio pueden estar 
sesgados debido a este hecho y no representar el comportamiento nativo de la cepa, 
aunque no podemos saber cuáles podrían haber sido los parámetros virológicos 




estable lo hubiéramos utilizado tras pases en lechones o incluso tras su obtención en 
cultivos primarios de MAP. La decisión de utilizarlo tras su replicación en MARC-145 
es consecuencia del envío de la cepa propagada en este soporte celular y de la idea de 
no modificarla en nuestro laboratorio para no alterar en modo alguno las características 
de patogenicidad publicadas, ya que todos los trabajos han utilizado sobrenadantes de 
cultivos infectados de MARC-145. 
 
En cualquier caso, y sea cual sea la causa que ha conducido a esta moderada 
capacidad de replicación, su existencia nos ha obligado a cambiar nuestras referencias 
en relación con los parámetros virológicos. De esta forma, en lugar de utilizar los 
valores obtenidos en la cepa Control Positivo como patrón de alta replicación, hemos 
utilizado como referencia los valores de la cepa Control Positivo y los valores promedio 
obtenidos para todos los aislados analizados, siendo ambos valores indistinguibles 
estadísticamente, y hemos establecido diferencias entre los aislados de campo y el  
patrón de referencia cuando la replicación fue significativamente superior o inferior que 
la del Control Positivo o la media de aislados de campo. Así, cualquier aislado que se 
replicara en valores iguales o superiores al promedio/Control Positivo más una vez la 
desviación estándar se ha catalogado como de alta capacidad de replicación, mientras 
que cualquier aislado que se replique en cantidades iguales o inferiores al 
promedio/Control Positivo menos una vez la desviación estándar ha sido clasificado 
como de baja capacidad de replicación, considerándose muy significativas estas 
diferencias. Además, como control de baja capacidad de replicación también se ha 
contado con los valores característicos de las cepas vacunales, como una referencia 
adicional. 
 
Utilizando los parámetros y referencias anteriormente mencionados hemos 
clasificado todos los aislados analizados y hemos agrupado a aquellos que tuvieran la 
misma ordenación en al menos un parámetro clínico y otro virológico, aunque sólo 
hemos considerado sólida y fiable la clasificación obtenida cuando al menos tres de los 
cuatro parámetros han sido coincidentes. Siguiendo este criterio de evaluación hemos 
determinado la existencia de tres grandes grupos, uno de los cuales permite una división 
en otras tres categorías menos precisas que han contado con un número variable de 
aislados. La primera categoría estrictamente definida es la compuesta por aislados 
clasificados como de “alta virulencia”. Este grupo está constituido por tan solo dos 
aislados, EU-10 y EU-17, que en todos los parámetros evaluados han obtenido una 
calificación alta, situándose próximos al Control Positivo, o sobrepasándolo en los 
aspectos virológicos, y manteniéndose muy alejados de los valores de las cepas 
vacunales. Así, ambos aislados mostraron temperaturas consideradas febriles durante 
una semana o más, siendo la duración de la fiebre superior a todos los demás grupos, 
salvo el Grupo Control Positivo, e incluso superando a todos los grupos en intensidad, 
en el caso de EU-10. En el segundo parámetro evaluado, la sintomatología clínica, 
ambos aislados obtuvieron puntuaciones similares al Grupo Control Positivo durante la 
primera semana p.i., con valores acumulados de 5,73 y 5,13 para EU-10 y EU-17, 
respectivamente, frente a 5,20 del Grupo Control Positivo. En este caso, en la segunda 
semana sólo el grupo inoculado con EU-17 mantuvo valores elevados, tanto que 
llegaron a sobrepasar al Grupo Control Positivo, con sumatorios de 8,00 y 5,30, 
respectivamente. En los parámetros virológicos, ambos aislados superaron en intensidad 
de viremia al Grupo Control Positivo, alcanzando títulos en suero que se situaron en el 
entorno de 1 log/ml por encima del Grupo Control Positivo  y de la media obtenida para 




se ha aislado el virus de los distintos órganos recogidos en la necropsia de los animales 
ha sido significativamente superior a la del Grupo Control Positivo  y al promedio de 
todos los aislados de campo en la mayoría de los días estudiados. De esta forma, en el 
día 7 p.i., el 96% de las muestras fueron positivas en ambos grupos frente al 86% 
obtenido como valor medio y el 84% del Grupo Control Positivo; en el día 14 p.i., un 
95% y el 93% de las muestras recogidas en los grupos EU-10 y EU-17, respectivamente 
fueron positivas por aislamiento vírico, frente al 85% de positivos que se obtuvieron de 
promedio o el 84% registrado en el Grupo Control Positivo; finalmente, en el día 21 p.i. 
la frecuencia de aislamiento fue del 80% para EU-10 y del 76%  para EU-17 frente al 
65% de promedio y el 71% del Grupo Control Positivo. En cuanto a la carga vírica, 
aunque ha habido diferencias significativas entre los distintos órganos evaluados, lo 
cual puede dificultar sobre manera el análisis, una evaluación grosera, consistente en la 
determinación del título medio obtenido para cada aislado en cada uno de los días de 
necropsia ha puesto de manifiesto que también en este aspecto ambos aislados han 
tenido un comportamiento superior tanto a la media de aislados de campo como al 
Control Positivo, siendo también significativa la diferencia en la mayoría de los días 
analizados. Así, el título medio obtenido en el día 7 p.i. para EU-10 y EU-17 ha sido de 
3,95 log/g  y 4,56 log/g, respectivamente mientras que el promedio se ha situado en 3,37 
log/g y el Control Positivo en 3,33 log/g. Igualmente, en el día 14 p.i. EU-10 y EU-17 
han tenido valores medios de 3,60 log/g y 3,85 log/g, respectivamente frente a 3,16 
log/g de promedio y 3,17 log/g de AM-4. Finalmente, en el día 21 p.i. las diferencias 
han sido menos acusadas, con valores de 3,19 log/g y 2,99 log/g para EU-10 y EU-17, 
respectivamente, mientras que el promedio se ha situado en 2,69 log/g y el Control 
Positivo en 2,7 log/g. 
 
En el extremo opuesto de la clasificación hemos definido una categoría — aunque 
en este caso representada por un único aislado, EU-13 — que ha quedado firmemente 
establecida ya que ha mostrado concordancia en todos los parámetros evaluados, incluso 
en aquellos que han sido posteriormente excluidos de la evaluación, i.e. el patrón de 
eliminación y la lesión pulmonar. En función de sus resultados, hemos clasificado a EU-
13 como un aislado de “baja virulencia” ya que ha tenido un comportamiento muy 
próximo al de las cepas vacunales en todos los parámetros evaluados, y muy alejado 
tanto del Control Positivo como de los aislados clasificados en el grupo de “alta 
virulencia” anteriormente definido. En este sentido, ninguno de los animales inoculados 
con EU-13 mostró fiebre en ningún día del experimento, siendo además el registro 
clínico similar al obtenido con las cepas vacunales, ya que el sumatorio de los signos 
clínicos registrados en la primera semana del experimento fue de 0,27 y no se 
observaron signos clínicos en la segunda ni en la tercera semana p.i. En lo que se refiere 
a los parámetros virológicos, la intensidad de la viremia registrada fue muy inferior 
tanto a la media de los aislados de campo como al Control Positivo, manteniendo una 
diferencia en la carga vírica en suero de en torno a 2 log/ml a lo largo del estudio y 
siendo sólo ligeramente superior, en torno a 0,5 log/ml, a la media registrada para las 
cepas vacunales. En cuanto a la distribución orgánica, la frecuencia de aislamiento en 
los órganos tomados en la necropsia fue superior a la de las cepas vacunales en todos 
los días del estudio, pero significativamente inferior al promedio de aislados de campo y 
al Control Positivo, ya que la frecuencia de aislamiento fue de 55%, 51% y 35% en los 
días 7, 14 y 21 p.i., frente al 85%, 77% y 65% de promedio en los aislados de campo en 
esos mismos días. De igual manera, la carga vírica, considerada globalmente como la 
cantidad media de virus presente en el grupo, con independencia del órgano 




título medio alcanzado por EU-13 en los días 7, 14 y 21 p.i. fue de 2,43 log/g, 2,37 
log/g y 1,46 log/g, frente a valores medios de aislados de campo de 3,37 log/g, 3,13 
log/g y 2,69 log/g. Es más, como hemos comentado anteriormente, la baja virulencia de 
este aislado queda reforzada por la limitada extensión de superficie pulmonar afectada 
en los animales inoculados experimentalmente y por la ausencia de detección del virus 
en ninguna de las muestras recogidas para determinar la eliminación del virus. 
 
Entre estos dos grupos claramente definidos se sitúan el resto de aislados que, a su 
vez, se pueden dividir en tres grupos en función de su categorización en los distintos 
parámetros evaluados, aunque hay que resaltar que las diferencias entre estos grupos 
intermedios no son tan manifiestas como las encontradas en los grupos clasificados 
como de “alta virulencia” y de “baja virulencia”, ya que no se clasifican necesariamente 
en la misma categoría en todos los parámetros evaluados. Además, hay un grupo de 
aislados que han sobresalido especialmente en alguna de las características estudiadas y 
que no se han podido clasificar de forma contundente en ningún grupo ya que sus 
calificaciones eran incongruentes. No obstante, los aislados clasificados en los dos 
grupos intermedios claramente definidos han mostrado una tendencia a que la mayoría 
de los parámetros, al menos tres de los cuatro considerados, fueran compatibles. De esta 
forma, podemos establecer un grupo de aislados de “virulencia media-alta” en función 
de su tendencia a obtener valores por encima de la media, aunque no tan significativos 
como en la primera categoría establecida, en la práctica totalidad de los parámetros 
evaluados. En este grupo de aislados catalogados como de “virulencia media-alta” 
incluimos a los aislados EU-16 y EU-18. Evaluando todos los parámetros registrados 
uno a uno vemos que los animales inoculados con EU-16 y EU-18 han presentado 
fiebre durante un número considerable de días, 4 en el caso de EU-16 y 7 en el caso de 
EU-18. Además, sus registros clínicos han sido superiores a la media en algunos de los 
períodos considerados. En la primera semana p.i., sólo son significativos los valores 
acumulados de EU-16, que han sido de 2,53, situándose a mitad de camino entre el 
Control Positivo (5,20) y las vacunas (con valores de entre 0,25 y 0,40). En la segunda 
semana p.i. los valores registrados para ambos grupos han sido significativos, 
acumulando EU-16 valores de 3,5 y EU-18 valores de 2,30. En lo que se refiere a la 
intensidad de la viremia, ambos grupos han tenido un registro superior en 
aproximadamente 0,5 log/ml al Grupo Control Positivo. Asimismo, la frecuencia de 
aislamiento del virus en los órganos recogidos en la necropsia ha sido superior a la 
media en todos los días estudiados, aunque las diferencias no han sido tan marcadas 
como en los aislados definidos como de “alta virulencia”. Así, la frecuencia de 
aislamiento ha sido de 96% y 91% en el día 7 p.i., 85% y 87% en el día 14 p.i. y 85% y 
78% al final del experimento para EU-16 y EU-18, respectivamente. Igualmente, la 
cantidad de virus presente en las distintas localizaciones orgánicas se ha situado por 
encima de la media, siendo en ocasiones significativamente más alta que el promedio o 
los valores del Grupo Control Positivo, con la única salvedad de los valores registrados 
para el aislado EU-16 en el día 14 p.i. Así, en el día 7 p.i. se han registrado títulos 
medios de aproximadamente 0,5 log/g superiores al promedio y en el día 21 p.i. de al 
menos 0,7 log/g, mientras que en el día 14 p.i., los títulos de ambos aislados han sido 
similares al promedio. 
 
En el extremo opuesto del grupo de virulencia intermedia podemos destacar un 
grupo, constituido por dos aislados, EU-2 y EU-19, que tienen una virulencia que se 
puede calificar de “moderada”. Estos aislados se caracterizan por no haber inducido 




medias consideradas febriles en ningún día del experimento en el grupo EU-19  y 
registrando temperaturas febriles el grupo inoculado con EU-2 únicamente en el día 2 
p.i., cuando se alcanzó una temperatura media de 40,1ºC. Asimismo, el registro de 
signos clínicos indica valores comparables a los de las cepas vacunales ya que sólo se 
acumularon valores de 0,27 en la primera semana p.i. para ambos aislados, sin que se 
pudiera determinar la presencia de signos clínicos en las semanas siguientes en ninguno 
de los dos grupos. En lo que se refiere a los parámetros virológicos, los registros 
obtenidos se situaron sistemáticamente por debajo de la media de los aislados de campo 
y también del Control Positivo. En este sentido, la carga vírica en suero fue 
sistemáticamente más baja en estos dos grupos que en el Control Positivo, con 
diferencias que, aún oscilando, fueron de al menos 0,5 log/ml, salvo al final del 
experimento, cuando los valores tendieron a igualarse. Del mismo modo, la frecuencia 
de aislamiento del virus a partir de órganos recogidos en la necropsia fue inferior a la 
media, siendo la diferencia marcada en el caso del aislado EU-19 e insignificante en el 
caso de EU-2. De esta forma la frecuencia de aislamiento en el día 7 p.i. fue del 84% y 
del 76%, en el día 14 p.i. del 71% y del 69% y en el día 21 p.i. del 64% y 49%, para 
EU-2 y EU-19, respectivamente. En lo que se refiere a la cantidad de virus presente en 
los tejidos, los valores medios obtenidos por grupo para EU-2 fueron ligeramente 
inferiores al promedio, sin que las diferencias se puedan considerar significativas. En el 
caso de EU-19 los títulos fueron entre 0,4 y 0,6 log/g inferiores al promedio, según el 
día estudiado. Finalmente, hay que destacar que, aunque ambos parámetros se han 
excluido del análisis, los dos aislados han presentado porcentajes mínimos de superficie 
pulmonar afectada y se han eliminado con una frecuencia significativamente inferior a 
la media por las distintas vías estudiadas. 
 
En el resto de aislados del grupo intermedio se han registrado datos incongruentes 
para los distintos parámetros evaluados o bien se han encontrado diferencias nimias 
entre grupos, lo que no ha permitido establecer clases adicionales dentro de este gran 
grupo de aislados de “virulencia intermedia”. No obstante, hay que destacar que no 
todos los aislados de este grupo se han comportado igual, existiendo algunos que 
pueden ser considerados ligeramente más virulentos que otros. Así, entre los aislados de 
mayor virulencia de este grupo, destaca Sp-5, el cual ha inducido la aparición de signos 
clínicos manifiestos durante las tres semanas de evaluación y ha presentado una 
frecuencia de aislamiento y un título vírico en órganos superior a la media. No obstante, 
no hemos incluido a este aislado en otra categoría de mayor virulencia porque los 
animales de este grupo no han registrado fiebre y la intensidad de la viremia no ha sido 
significativamente superior a la de otros grupos. Igualmente, el aislado Sp-27, 
clasificado junto con Sp-5 entre los aislados de “virulencia media” en función de la 
gravedad de los síntomas registrados a lo largo del período experimental, parece tener 
una virulencia mayor que otros aislados de este grupo ya que además de la 
sintomatología ya descrita, ha inducido la aparición de fiebre, aunque de corta duración, 
y también ha mostrado replicarse por encima de la media a juzgar por los títulos víricos 
obtenidos en suero. Sin embargo, la frecuencia de aislamiento en órganos y la carga 
vírica en los mismos ha sido inferior a la media, lo que no permite incluirlo en el grupo 
de aislados de “virulencia media-alta”. 
 
Por el contrario, entre los aislados de menor virulencia de este grupo intermedio 
podemos destacar al aislado EU-15 cuyas manifestaciones clínicas han sido muy bajas o 
incluso despreciables a lo largo del período de estudio y cuya frecuencia de aislamiento 




baja de la tabla. No obstante, este aislado no se ha incluido en el grupo de “virulencia 
moderada” ya que los animales han tenido fiebre, aunque no muy elevada, durante dos 
días y la intensidad de la viremia en este grupo tampoco ha estado muy por debajo de la 
media. Por tanto podemos concluir que la virulencia de los grupos es una característica 
continua y progresiva, con independencia de que algunos aislados se sitúen de forma 
notable en los extremos de la progresión y puedan calificarse de forma independiente. 
Esta progresión en la virulencia ya se ha descrito en otros virus como el virus de la 
diarrea vírica bovina para el cual Ridpath et al. (2007) han indicado que, en función de 
tres criterios de clasificación, que incluyen la respuesta febril, la reducción en la 
cantidad de linfocitos circulantes y la reducción en el recuento de plaquetas, los aislados 
del tipo I del virus no pueden clasificarse como de alta o baja virulencia sino que hay 
graduaciones en función de la respuesta individual a cada uno de estos tres parámetros, 
ya que no siempre es coherente la respuesta encontrada frente a los tres. Estos 
resultados son similares a los encontrados por nosotros para el VSRRP e indican que la 
clasificación de aislados en grupos bien definidos en función de su virulencia puede no 
ser posible en todos los casos. 
 
Especial mención merecen también los aislados de genotipo II. En ellos, se 
observaron signos clínicos e incluso respuestas febriles, con la excepción de AM-2, así 
como lesiones pulmonares, que indicarían una virulencia superior a la de otros aislados. 
Sin embargo, ninguno de estos aislados ha sido incluido en ninguno de los grupos de 
clasificación definidos, fundamentalmente porque su comportamiento en términos 
virológicos se ha situado en el promedio de los aislados de campo. No obstante, es 
posible que el hecho ya comentado de que se hayan propagado en cultivos de la línea 
celular estable MARC-145 haya condicionado sus resultados virológicos, en la misma 
forma que ya se ha explicado para el Control Positivo. En cualquier caso, es destacable 
que su dinámica de infección y su comportamiento ha diferido respecto a los aislados de 
genotipo europeo. De esta forma, la inmensa mayoría de los aislados han dado lugar a 
una respuesta febril significativa en los animales inoculados, que además ha tenido una 
duración superior a la registrada en la mayoría de los aislados de genotipo europeo, con 
la excepción de algunos aislados de origen italiano. Igualmente, en lo que se refiere a 
las manifestaciones clínicas registradas, éstas han tendido a ser más llamativas que las 
encontradas en aislados del genotipo I, aunque su mayor intensidad ha sufrido un 
desplazamiento hacia la segunda semana p.i., cosa que también contrasta con los 
resultados de los aislados del genotipo I que, mayoritariamente, han tenido un registro 
más alto en la primera semana p.i. Además, aunque en la sección de resultados no se 
han desglosado los datos relativos a la sintomatología sistémica y respiratoria para 
facilitar el análisis, hay que destacar que hay una tendencia hacia un mayor registro de 
alteraciones de índole respiratoria en los aislados de genotipo II. Esta característica sería 
coherente con una mayor afectación pulmonar, cosa que también se ha registrado ya 
que, aunque el porcentaje de superficie pulmonar afectada no es significativamente 
superior a la de otros aislados, si hay una mayor homogeneidad en la capacidad de 
inducir lesión macroscópica en este grupo de aislados, así como una mayor persistencia 
de la lesión, siendo similares los datos registrados en los días 7 y 14 p.i., mientras que 
en los aislados de genotipo I, en la mayoría de las ocasiones, las lesiones tendían a la 
resolución en el segundo día de sacrificio. Las razones que justifiquen estas diferencias 
no han sido aclaradas en nuestro estudio. No obstante, el tipo de inóculo empleado 
puede haber ejercido cierta influencia en estos resultados ya que ha podido retrasar 
ligeramente el establecimiento de la infección y por tanto la aparición y resolución tanto 




esta teoría dado que la dinámica de la viremia y la distribución del virus en los distintos 
órganos siguen un patrón que no es muy distinto al de los aislados de genotipo I. Otra 
posibilidad es que las diferencias se deban a características inherentes a cada genotipo. 
De hecho se ha descrito un mayor tropismo pulmonar en los aislados de genotipo II que 
se han clasificado como neumotropos en comparación con los de origen europeo 
(Halbur et al., 1996b). 
 
Finalmente, si comparamos el grado de patogenicidad de los aislados estudiados 
con su origen, tanto geográfico como temporal, observaremos una falta general de 
correlación entre ambos parámetros, siendo imposible predecir la virulencia de un 
aislado en función de su origen, con la notable excepción de los aislados italianos 
modernos incluidos en nuestro estudio. De esta forma, es llamativo que uno de los dos 
miembros del grupo de aislados de “virulencia alta” y los dos componentes del grupo de 
“virulencia media” sean de origen italiano. Desconocemos cuáles puedan ser las causas 
asociadas a esta mayor virulencia ya que no era el objetivo de nuestro estudio 
determinar las razones últimas que justifican la virulencia de los aislados. Sin embargo, 
nuestros resultados permiten concluir que existe una tendencia a que los aislados 
italianos recientes sean más virulentos que la media de aislados europeos. Estos 
resultados apoyarían la comunicación de brotes de anormalmente virulentos de la 
enfermedad que se realizó en el año 2003 en Italia (Martelli et al., 2003). 
 
En cuanto a las razones que pueden justificar cambios en la virulencia entre 
aislados, en otras infecciones víricas se han identificado dos factores que pueden 
condicionar la virulencia de los aislados: 1. la capacidad de replicación del aislado tanto 
in vitro como in vivo y 2. la capacidad de inducir la liberación de citoquinas 
proinflamatorias en las células infectadas. En cuanto a la capacidad de replicación, este 
parámetro parece guardar una relación directa con la gravedad de los síntomas clínicos 
desarrollados en animales infectados con distintos virus. Así, Liebler-Tenorio et al. 
(2003a) han encontrado una mayor cantidad de antígeno en los tejidos y una velocidad 
mayor de difusión en cepas altamente virulentas del virus de la diarrea vírica bovina, 
mientras que aislados de baja virulencia, aunque son capaces de distribuirse en los 
tejidos tras la infección inicial, muestran una difusión más lenta, el rango de tejidos 
infectados es menor y se eliminan más rápidamente (Liebler-Tenorio et al., 2003b), por 
lo que los autores concluyen que la virulencia se asocia a la capacidad de replicación de 
cada aislado. De hecho, las cepas más patógenas del virus dan lugar a una viremia de 
mayor intensidad que las menos virulentas (Bolin et al., 1992). De la misma forma, el 
nivel de replicación y la respuesta clínica se han correlacionado en infecciones por el 
virus de la gripe en monos (Murphy et al., 1982) y más recientemente, en el caso de las 
cepas del virus de la gripe aviar altamente patógenas H5N1se ha descrito que este tipo 
de cepas causa una infección sistémica y se replica de forma más eficaz en distintos 
órganos que cepas menos patógenas (Tang et al., 2009). Igualmente, en el caso del virus 
de la PPC, los aislados más virulentos parecen detectarse en más órganos y con un título 
más elevado que los menos patógenos (Kamolsiriprichaiporn et al., 1992), habiéndose 
demostrado que los aislados más virulentos se replican más eficientemente en cultivo 
celular (Mittelholzer et al., 2000). Este mismo fenómeno se ha descrito en la familia 
Arteriviridae, concretamente en el VAE, para el cual se ha postulado que el nivel de 
replicación in vitro en células endoteliales equinas, macrófagos alveolares y macrófagos 
derivados de monocitos sirve para predecir su virulencia (Moore et al., 2003a,b). En el 
caso del VSRRP, estudios anatomopatológicos han determinado la presencia de mayor 




(Halbur et al., 1996a; Haynes et al., 1997). Además, recientemente se ha relacionado la 
capacidad de replicación de aislados de genotipo II con su virulencia, encontrándose 
títulos víricos más altos en el suero de animales infectados con aislados que causan 
signos clínicos de mayor gravedad (Johnson et al., 2004). En nuestro estudio la 
replicación eficiente del virus, al menos en el caso de los aislados del genotipo I, parece 
haber sido un mecanismo necesario para que un aislado se clasifique como de “alta 
virulencia”, mientras que la replicación limitada se ha asociado a la infección 
prácticamente asintomática de los aislados de “baja virulencia”. Es más, en nuestro 
estudio la inclusión de los parámetros virológicos ha sido necesaria para poder realizar 
una clasificación de los aislados en función de su virulencia, ya que la mera utilización 
de datos clínicos no permite diferenciar a algunos de los aislados convencionales de las 
cepas vacunales, cuya baja virulencia está generalmente admitida. 
 
En algunos casos, una replicación vírica elevada puede dar lugar a un daño tisular 
significativo, lo que a su vez provoca la liberación de citoquinas proinflamatorias a 
nivel local, las cuales han sido descritas como un factor de virulencia significativo 
pudiendo llegar a ser las últimas responsables de las lesiones asociadas a la enfermedad 
(Baskin et al., 2009). Este tipo de mecanismo se ha asociado con frecuencia a 
infecciones con tropismo respiratorio como la infección por el virus de la gripe, 
especialmente en el caso de las cepas altamente virulentas (Chang et al., 2005) y el 
virus respiratorio sincitial bovino (Valarcher y Taylor, 2006). Es más, en los casos en 
los que la liberación de citoquinas es masiva pueden dar lugar a la aparición de 
sintomatología sistémica. A pesar de que este mecanismo de acción está ampliamente 
demostrado, creemos que su relevancia en la infección por el VSRRP es mínima ya que 
este virus se ha clasificado como un pobre inductor de citoquinas proinflamatorias en 
comparación con otros virus porcinos de tropismo respiratorio, como por ejemplo el 
virus de la gripe (van Reeth et al., 1999), justificando así la levedad de las lesiones 
pulmonares que habitualmente se asocian a la infección y que han sido una constante en 
nuestro estudio.  
 
Como consecuencia de todo lo anteriormente expuesto, pensamos que las 
diferencias en la capacidad de replicación de los aislados utilizados en nuestro estudio 






















































Dado que esta Tesis Doctoral persigue dos objetivos claramente diferenciados, las 
conclusiones derivadas de los estudios realizados se han separado en dos apartados 
independientes, con el fin de esclarecer la comprensión de las mismas: 
 
A. Conclusiones que se derivan del estudio de la variabilidad 
antigénica de los aislados del VSRRP 
 
1. Los ensayos de SN cruzada mostraron que, de forma global, existe una limitada 
reactividad cruzada entre aislados del VSRRP, aunque dicha reactividad parece ser una 
cualidad específica del suero hiperinmune analizado, siendo la amplitud y potencia de 
los mismos muy heterogéneas. Asimismo, los aislados del VSRRP incluidos en el panel 
de SN difireren en gran medida en su susceptibilidad a la neutralización heteróloga. 
 
2. El estudio detallado de las relaciones antigénicas entre los aislados del VSRRP 
determinó que no es posible una clasificación o agrupamiento razonable de los mismos 
en serogrupos que permitan la clasificación rápida y precisa de nuevos aislados. 
Además, se ha determinado que la capacidad de neutralización cruzada entre aislados, y 
por tanto, su similitud antigénica, no parece ser dependiente del lugar de aislamiento ni 
del momento de circulación de dichos aislados en la población porcina. 
 
3. Por último, ni la relación filogenética entre los aislados, ni la secuencia 
aminoacídica de la GP5, que condiciona tanto la composición del epítopo neutralizante 
como la existencia de sitios potenciales de N-glicosilación, se correlacionan con la 
similitud antigénica observada entre los diferentes aislados. 
 
 
B. Conclusiones que se derivan del estudio de la variabilidad 
patogénica de los aislados del VSRRP 
 
1. Los resultados obtenidos en nuestro estudio demuestran que los aislados del 
VSRRP de genotipo europeo difieren en su virulencia en el modelo respiratorio de la 
enfermedad. Estas diferencias son tan marcadas que nos han permitido describir la 
existencia de aislados altamente virulentos, caracterizados por la inducción de signos 
clínicos de gravedad comparable al Control Positivo, y muy superiores a los de la 
inmensa mayoría de los aislados europeos analizados. Además, estos aislados se 
replicaron de manera muy eficiente en el hospedador, superando los títulos víricos 
alcanzados en las distintas muestras biológicas al conjunto de aislados analizados. 
 
2. Además, los resultados de este estudio permiten describir por primera vez la 
existencia de aislados de campo de baja virulencia, como lo demuestra la ausencia de 
sintomatología apreciable, de lesión pulmonar y, especialmente, sus parámetros 
virológicos, que revelan una capacidad de replicación en el hospedador muy inferior a la 
del resto de los aislados de campo y comparable a la de las cepas atenuadas incluidas en 
las vacunas comerciales. 
 
3. Las diferencias en patogenicidad entre aislados no pueden asociarse de forma 
clara ni a su año de aislamiento ni a su origen geográfico, aunque los aislados de tipo II 
inducen una sintomatología más duradera y tienen una mayor tendencia a producir 





4. Por último, los resultados virológicos del estudio indican que la virulencia de 
los aislados de genotipo I del VSRRP podría correlacionarse con la capacidad de 
multiplicación in vivo, asociándose el registro de títulos víricos altos a cepas de alta 
























































El Síndrome Reproductor y Respiratorio Porcino (SRRP) es una de las 
enfermedades con mayor significación en la producción porcina a escala mundial. Sus 
principales manifestaciones son un fallo reproductivo en las hembras gestantes y 
alteraciones respiratorias en animales en crecimiento, fundamentalmente en lechones. 
Desde su aparición ha causado grandes pérdidas a la industria porcina, hasta tal punto 
que en la actualidad está considerada como la enfermedad infecciosa del cerdo con 
mayor significación económica. 
 
El agente causal de la enfermedad es un virus, el virus del SRRP (VSRRP), que 
ha sido clasificado dentro de la familia Arteriviridae, del orden Nidovirales. Una de las 
principales características de este virus es su gran heterogeneidad, la cual se ha 
demostrado desde los primeros momentos tras la aparición de la enfermedad. El VSRRP 
posee en primer lugar, una notable variabilidad biológica, demostrada por el hecho de la 
diferente capacidad de crecimiento de las cepas víricas en distintos sistemas celulares. 
Asimismo, a medida que se han obtenido y caracterizado aislados del VSRRP, su 
variabilidad ha quedado patente en otros aspectos como el genómico. La comparación 
de las secuencias disponibles de distintas cepas ha permitido dividir las cepas del virus 
en dos grandes grupos: el tipo I, que engloba cepas europeas del virus, y el tipo II que 
engloba cepas americanas. Además, se han descrito diferencias en la secuencia de 
nucleótidos entre cepas pertenecientes al mismo genotipo, especialmente entre las cepas 
europeas, que constituyen un grupo muy diverso en el que el origen geográfico parece 
tener cierta relevancia en la clasificación filogenética, agrupándose en ramas distintas de 
los árboles filogenéticos las cepas de países de Europa Occidental, las cepas danesas, las 
cepas italianas y las cepas de distintos países de la Europa del Este. Como consecuencia 
de la variabilidad genómica encontrada, se han documentado variaciones antigénicas 
muy importantes entre distintas cepas, habiéndose descrito diferentes patrones de 
reactividad cruzada, mediante la utilización tanto de sueros policlonales como de 
anticuerpos monoclonales, entre el tipo europeo y americano del virus, y entre cepas del 
mismo genotipo. Por último, en lo que a virulencia se refiere, hoy en día sabemos que 
existen grandes diferencias entre cepas en su capacidad patógena. Así, a lo largo del 
tiempo se han ido sucediendo descripciones en la literatura de infecciones que han 
cursado con un amplio rango de signos clínicos, desde casos asintomáticos hasta la 
aparición de brotes atípicos de la enfermedad, principalmente en EE.UU. y China. Estas 
diferencias de virulencia entre cepas del VSRRP se han demostrado fehacientemente 
mediante la reproducción de la gravedad de los síntomas tras la inoculación 
experimental de cepas de alta virulencia, tanto en animales en crecimiento como en 
hembras gestantes.  
 
Sin embargo, y a pesar de lo descrito anteriormente, pocos estudios sistemáticos 
se han llevado a cabo para determinar la variabilidad antigénica y patogénica del 
VSRRP, y los que se han realizado se han llevado a cabo en su mayoría con cepas de 
genotipo americano. 
 
En base a todo lo anteriormente expuesto, el objetivo fundamental de la Tesis 
Doctoral ha sido la caracterización antigénica y patogénica de aislados del VSRRP, y 
especialmente, y debido a la falta de información relativa a los mismos, de aislados de 
tipo I. Para ello, se establecieron dos objetivos específicos: 
 
a) Caracterización antigénica de los aislados del VSRRP y específicamente de 





b) Caracterización de la patogenicidad de aislados del VSRRP de distintos 
orígenes, con especial énfasis en el genotipo I, en el modelo respiratorio. 
 
La caracterización antigénica del VSRRP se realizó mediante ensayos de SN 
cruzada entre un panel representativo de aislados del VSRRP. Dichos aislados se 
adaptaron al crecimiento en la línea celular MARC-145 y mediante la 
hiperinmunización de animales adultos se produjeron sueros monoespecíficos frente a 
una amplia selección de los mismos. Los ensayos de SN cruzada mostraron que de 
forma global, existe una limitada capacidad de reactividad cruzada de los sueros 
hiperinmunes monoespecíficos frente a diversos aislados del VSRRP, aunque dicha 
reactividad parece ser una cualidad específica del suero hiperinmune analizado, siendo 
la amplitud y potencia de los mismos muy heterogéneas. Además, los aislados del 
VSRRP incluidos en el panel de SN difirieron en gran medida en su susceptibilidad a la 
neutralización heteróloga, habiéndose encontrado aislados muy sensibles y aislados 
muy resistentes a dicha neutralización.  
 
Los resultados obtenidos en los mencionados ensayos de SN se utilizaron para la 
construcción de un dendograma de similitud antigénica, con el fin de establecer la 
posible existencia de serogrupos o grupos antigénicos. El estudio detallado de las 
relaciones antigénicas entre los aislados del VSRRP incluidos en el dendograma 
determinó que no es posible una clasificación o agrupamiento razonable de los mismos 
en serogrupos que permitan la clasificación rápida y precisa de nuevos aislados. 
Además, la inclusión de aislados de diferente procedencia, así como la disponibilidad de 
un número suficiente de aislados españoles obtenidos en diferentes momentos de tiempo 
desde la aparición de la enfermedad, permitió evaluar la posible influencia del origen 
geográfico y la evolución temporal en la variabilidad antigénica de los aislados del 
VSRRP. Dicho estudio determinó que la capacidad de neutralización cruzada entre 
aislados, y por tanto su similitud antigénica, no parece ser dependiente del lugar de 
aislamiento ni del momento de circulación de dichos aislados en la población porcina. 
 
Por último, las causas últimas de la inexistencia de grupos antigénicos, así como 
de las diferencias en susceptibilidad de los aislados a la neutralización no han podido ser 
elucidadas. No obstante, la secuencia de la ORF5 de los aislados del VSRRP parece 
indicar que ni la relación filogenética entre los aislados, ni la secuencia aminoacídica 
del epítopo neutralizante o los sitios potenciales de N-glicosilación de la GP5 se 
correlacionan con la similitud antigénica observada entre ellos. 
 
En cuanto al estudio de variabilidad patogénica se utilizaron un total de 495 
lechones de 21 días de vida, seronegativos al VSRRP, los cuales fueron divididos en 33 
grupos. El Grupo Control Negativo se inoculó con un sobrenadante de cultivo de MAP 
sin infectar. El Grupo Control Positivo fue inoculado con una cepa americana de alta 
virulencia. Cuatro grupos fueron inoculados con cepas vacunales, actuando así de 
control de atenuación o baja virulencia. El resto de grupos se inocularon con 27 aislados 
de campo, 24 de genotipo europeo y 3 de genotipo americano. Las diferencias en 
patogenicidad de los distintos aislados se valoraron en función de las diferencias 
encontradas en el comportamiento clínico de los animales, en el grado de lesión 
pulmonar encontradas y en la replicación del virus, medida por la frecuencia de 





Los resultados obtenidos a lo largo de este estudio demuestran que los aislados del 
VSRRP de genotipo europeo difieren en su virulencia en el modelo respiratorio de la 
enfermedad. Es más, se ha demostrado la existencia de aislados altamente virulentos 
dentro de este genotipo, observando tras su inoculación, temperaturas febriles, signos 
clínicos, lesiones pulmonares y parámetros virológicos muy superiores a la inmensa 
mayoría de los aislados europeos analizados, y similares a los obtenidos en el Grupo 
Control Positivo. Además, se han descrito aislados de baja virulencia, destacando entre 
ellos un aislado que no produjo sintomatología apreciable, no indujo apenas lesión 
pulmonar y sus parámetros virológicos se encontraron muy por debajo de la media de 
los demás aislados de campo analizados, siendo muy similares a los obtenidos en los 
grupos inoculados con las cepas vacunales. Estas diferencias en patogenicidad no se 
asociaron de manera específica a ningún factor geográfico o temporal de los aislados del 
VSRRP, aunque parece que los aislados italianos son más virulentos que el resto de 
aislados de genotipo I. Los resultados obtenidos en el caso de los aislados americanos, 
indican que los dichos aislados inducen una sintomatología más duradera y tienen una 
mayor tendencia a producir lesiones pulmonares que la mayoría de los aislados 
europeos. Por último, la virulencia de los aislados europeos del VSRRP se corresponde 
con carga vírica en suero y en algunos tejidos, por lo que la capacidad replicativa sería 
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Porcine Reproductive and Respiratory Syndrome (PRRS) is one of the most 
significant diseases affecting swine production worldwide. The main clinical outcomes 
of the disease are reproductive failure in gestating sows and respiratory distress in 
growing pigs, especially in piglets. Since it first appeared, the condition has caused 
significant losses to the pig industry, to the point that nowadays it is considered the 
most economically significant infectious disease affecting swine. 
 
The causative agent is a virus, named PRRS virus (PRRSV), which has been 
classified within the Arteriviridae family, in the order Nidovirales. One of the main 
characteristics of this virus is its significant heterogeneity, which has been demonstrated 
from different points of view since shortly after the description of the disease. In this 
sense, PRRSV exhibits a significant biological variability, demonstrated by differences 
in the ability to grow in different cellular systems. Likewise, as new isolates have been 
obtained and characterized, the variability of the virus has been shown in relation to 
other characteristics, as the genomic composition. The comparison of sequences 
available has allowed classifying PRRSV isolates into two different groups: Type I, 
which comprises European isolates and Type II, which includes American isolates. 
Besides, significant differences have been described in the nucleotide composition 
among isolates of the same genetic type, especially among the European type, which 
constitutes a diverse group in which the geographical origin seems to play a significant 
role in the phylogenetic relationship between isolates, as indicated by the existence of 
four different clusters, one of viruses originative of Western European countries, one of 
purely Danish isolates, one of diverse Italian isolates and the last one integrated by 
isolates of Eastern European countries. As a consequence of the genomic variability, 
significant antigenic variability between isolates has been reported and different patterns 
of cross-reactivity between and within types, using both, polyclonal sera and 
monoclonal antibodies, have been reported. Finally, in relation to virulence, it is known 
that PRRSV isolates differ significantly in their pathogenicity. In this sense, 
descriptions of a whole range of clinical manifestations have been reported over the 
years, from subclinical infections to the severe outbreaks of the disease that have 
occurred in different countries, especially in USA and China. The high pathogenicity of 
the isolates implicated in this kind of outbreaks has been proven experimentally by the 
reproduction of severe clinical signs in piglets and gestating sows after inoculation with 
these highly virulent isolates. 
 
However, despite the former description of the state of the art, very few 
systematic studies have been carried out to determine the antigenic and pathogenic 
variability of PRRSV, and those performed have been done using mainly American-
type isolates. 
 
Consequently, the main objective of this Doctoral Thesis has been the antigenic 
and pathogenic characterization of PRRSV isolates, targeting specifically European-
type isolates, due to the lack of information available for this type of isolates. To 
accomplish this main objective, two specific aims were established: 
 
a) The antigenic characterization of PRRSV isolates, particularly type I isolates, 
by means of cross-neutralization assays. 
 
b) The pathogenic characterization of PRRSV isolates of different origins in the 
respiratory model, focusing on type I isolates. 
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The antigenic characterization of PRRSV isolates was carried out determining 
cross-reactivity in seroneutralization assays using a representative panel of viruses. The 
isolates selected were adapted to growth in MARC-145 cell line and hyperinmune 
monospecific sera were raised in adult pigs. Cross-neutralization results showed that 
cross-reactivity between isolates was very low and that the ability of cross-reaction was 
an inherent quality of specific sera, being breadth and potency very heterogeneous 
among different hyperimmune sera. Besides, viruses included in the panel differed 
significantly in their susceptibility to neutralization, being some of them very sensitive 
and other relatively resistant to neutralization. Cross-neutralization results were used to 
draw a dendogram of antigenic similarity with the objective of determining the 
existence of antigenic groups. The analysis of the dendogram obtained showed that 
there is no possible to classify PRRSV isolates in antigenic clusters based on cross-
neutralization results. Besides, the influence of the moment of isolation and 
geographical origin in the classification of the isolates was studied by the comparison of 
a significant number of Spanish viruses isolated in different periods of time and 
representatives of the previous defined European genomic clusters. The results obtained 
indicate that cross-reactivity and, therefore, antigenic similarity was independent of the 
temporal and geographical origin of the isolates. 
 
Finally, the ultimate causes of antigenic variability and sensitivity to 
neutralization couldn’t be determined in our study, although the analysis of ORF5 
carried out allowed us concluding that neither the neutralizing epitope sequence or 
potential N-glycosilation sites nor the phylogenetic relationship between isolates are 
predictive of antigenic similarity. 
 
To accomplish the second objective of this study, a total of 495 three week-old 
seronegative piglets were randomly divided into 33 groups. Pigs of the strictly negative 
group were mock-infected, while pigs of groups 29 to 32 were exposed intranasally to 
one of the four vaccine strains tested in the study and served as attenuated controls. 
Additionally, pigs of group 26 were inoculated with a highly virulent type II isolate, our 
positive control. Pigs of the rest of the experimental groups were exposed to one of the 
field isolates characterized in this study. Differences in pathogenicity between groups 
were evaluated by differences in the severity of clinical signs, the degree of 
macroscopic lung lesions developed and virological parameters, specifically the 
occurrence and intensity of viremia, viral organic distribution and load, and viral 
shedding. 
 
The results obtained demonstrate that European-type PRRSV isolates differ in 
their virulence in the respiratory model. Moreover, we have shown the existence of 
highly virulent isolates within this genotype, characterized by their ability to induce 
high rectal temperatures, severe clinical signs and wide viral distribution in inoculated 
pigs, comparable to those recorded for pigs infected with our positive control. Besides, 
low virulent isolates have been described, being especially remarkable the 
characterization of an isolate that did not induce significant clinical signs or lung lesions 
and which virological parameters were significantly lower than those of the other 
experimental groups but comparable to those of vaccine strains. 
 
Additionally, we have observed that American-type isolates have a tendency to 
induce more severe macroscopic lung lesions and maintained clinical signs than 
European-type isolates. 
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Finally, virulence of European-type PRRSV isolates can be correlated to viral 
load in serum and tissue samples, which indicate that replication rate can be considered 
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